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IV ABKURZUNGEN, SYMBOLE & EINHEITEN 
PhotonenfluÃ BestrahlungsstÃ¤rk (pmol Photonen m"2 s") 
EnergiefluÃ EnergiebestrahlungsstÃ¤rk (J m^ s" = W m'2): FÃ¼ den PAR- 
Bereich gilt: 1 pmol Photonen m'2 S'' = 0,22 W m'2 
Dosis Bezogen auf Photonen: (pmol Photonen m'2 s") 
Bezogen auf Energie: (kJ m'2) 
ZUSAMMENFASSUNG 
Bei Phytoplankton - wie allgemein bei Pflanzen - wird vermutet, daÂ die Photo- 
reaktivierung und UV-absorbierende Substanzen wichtige Rollen im UV-Schutz 
spielen. Bei der Photoreaktivierung handelt es sich um einen enzymatischen 
DNA-ReparaturprozeÃŸ bei dem die Energie von Photonen im UVNBlaubereich 
(360-460 nm) genutzt wird, um spezifisch die durch UVB-Strahlung (280- 
320 nm) gebildeten Cyclobutyl-Pyrimidindimere (CPD) wieder zu spalten. Da- 
gegen wird den in marinen Organismen weit verbreiteten Mykosporin-Ã¤hnliche 
AminosÃ¤ure (MAAs) aufgrund ihrer Absorption im UV-Bereich eine schÃ¼t 
zende Wirkung zugeschrieben. Ãœbe die Wirksamkeit und KapazitÃ¤ dieser 
Schutzmechanismen sowie die Anpassungsfahigkeit der Organismen an ein sich 
Ã¤ndernde Strahlungsklima war bisher bei Phytoplankton nur wenig bekannt. In 
der vorliegenden Arbeit wurde in Experimenten mit kÃ¼nstliche Bestrahlung die 
Dimerbildung und Photoreaktivierung sowie die Bildung und Schutzwirkung der 
MAAs in AbhÃ¤ngigkei von der spektralen Zusammensetzung, StÃ¤rk und Dauer 
der Strahlung bei bedeutenden antarktischen Diatomeen und der kolonialen Form 
der Prymnesiophyte Phaeocystis antarctica untersucht. Ein Teil der Untersu- 
chungen wurde auch unter annÃ¤hern natÃ¼rliche Strahlungsbedingungen (Son- 
nenscheinsimulator) mit und ohne erhÃ¶hte UVB-Anteil durchgefÃ¼hrt 
UVB-Bestrahlung aus den eingesetzten kÃ¼nstliche Quellen fuhrte sowohl bei 
Diatomeen als auch Phaeocystis antarctica zur Bildung von Dimeren in der 
DNA und zur Verringerung der Ãœberlebensrate wenn Photoreaktivierung ausge- 
schlossen wurde. Die Dimerbildung nahm annÃ¤hern linear mit der UVB-Be- 
strahlungsstÃ¤rk zu. Sowohl auf molekularer als auch auf zellulÃ¤re Ebene wurde 
ReziprozitÃ¤ zwischen Dauer und StÃ¤rk der Bestrahlung nachgewiesen. Daraus 
wurde gefolgert, daÂ die SchÃ¤digun auch unter natÃ¼rliche Strahlungsbedingun- 
gen proportional zur eingestrahlten UVB-Quantenzahl ist. 
Durch eine sich der schÃ¤digende UVB-Bestrahlung anschlieÃŸend UVA- 
Blau-Bestrahlung wurden die Dimere schnell und effektiv wieder repariert und 
die Ãœberlebensrat der Zellen nahm zu. Die Photoreaktivierung wies weder auf 
molekularer noch auf zellulÃ¤re Ebene eine DosisabhÃ¤ngigkei auf. Oberhalb von 
0,3 W m'2 war sowohl die Dimerspaltung als auch die Erholung der Zellen allein 
von der D a U e r der photoreaktivierenden UVA-Bestrahlung abhÃ¤ngig Eine Zu- 
nahme der BestrahlungsstÃ¤rk fiihrte in diesem Bereich zu keiner hÃ¶here Repa- 
raturrate. Daraus wurde geschlossen, daÂ erst unterhalb eines Schwellenwertes 
2 ZUSAMMENFASSUNG 
(im Versuch 15 [imol Photonen m^ s") die VerfÅ¸gbarkei der fÅ  ¸ die Dimerspal- 
tung notwendigen UVA-Quanten limitierend fÃ¼ die Photoreaktivierung ist. 
Erstmalig konnte nachgewiesen werden, daÂ die Photoreaktivierung abhÃ¤ngi 
von der spektralen Zusammensetzung des Strahlungsfeldes ist, an das die Kultu- 
ren V o r der schÃ¤digende UVB-Bestrahlung akklimatisiert waren. Nur nach 
einer Vorbestrahlung mit Blau, Blau+UVA oder Blau+UVA+UVB wiesen die 
Kulturen eine hohe Dimerreparatur sowie starke Erholung auf. Daraus wurde 
geschlossen, daÂ eine Anpassung der Phytoplanktonorganismen an hÃ¶her 
StrahlungsstÃ¤rke stattfindet, und die Neubildung oder Aktivierung des photore- 
aktivierenden Enzyms (Photolyase) durch Photonen des Blau/UV-Bereiches in- 
duziert wird. Obwohl bei hÃ¶here UVB-BestrahlungsstÃ¤rke die Reparaturrate 
zunahm, reichte diese nicht aus, um die durch diesen Strahlungsbereich verur- 
sachte stÃ¤rker SchÃ¤digun zu kompensieren. Dieser Befund wurde auch durch 
die Ergebnisse der Experimente unter annÃ¤hern natÃ¼rliche Strahlungsbedin- 
gungen bestÃ¤tigt 
Die Resultate der Untersuchungen zur MAA-Bildung zeigen, daÂ bei antarkti- 
schen Diatomeen die in vivo-Absorption zwischen 330 und 335 nm 
hauptsÃ¤chlic auf die Existenz von MAAs (Porphyra-334, Mykosporin-Glycin 
und Shinorin) zurÃ¼ckgeht Kolonien von Phaeocystis wiesen im Vergleich zu 
den Diatomeen eine 3- lOfach hÃ¶her UV-Absorption mit einem Maximum bei 
3 15-320 nm auf. Eine genaue Identifizierung der MAAs fand bei Phaeocystis 
nicht statt. Die aus den in vivo-Absorptionen berechneten Abschirmungsfaktoren 
(S) waren abhÃ¤ngi von der GrÃ¶Ã der Zellen und lagen fur Diatomeen im 
Bereich der maximalen Absorption zwischen 0,03 (Valvenradius <3 [im) und 0,5 
(Valvenradius >10 um). Im kurzwelligen UVB-Bereich zwischen 310 und 
320 nm wiesen selbst groÃŸ Diatomeen nur geringe S-Faktoren von <0,1 auf. 
Experimentell wurde bestÃ¤tigt daÂ eine Zunahme des MAA-Gehaltes bei 
Diatomeen zu keiner Abnahme der UVB-SchÃ¤digun (Dimerbildung und 
Ãœberlebensrate Ehrt. 
Im Vergleich zu den Diatomeen lagen die S-Faktoren fÅ  ¸Phaeocystis-Kolo- 
nien sowohl im UVB- als auch im UVA-Bereich deutlich hÃ¶he und zeigten 
Werte bis zu 0,4 bzw. 0,7. Dabei ergaben Berechnungen, daÂ sich der grÃ¶ÃŸ 
Anteil der MAAs nicht innerhalb der kleinen Koloniezellen, sondern in der Ko- 
loniehÃ¼ll befinden muÃŸ Auch experimentell wurde bei Phaeocystis eine UVB- 
Schutzwirkung der MAAs bestÃ¤tig (geringere Dimerbildung). 
Sowohl Diatomeen als auch Phaeocystis-Kolonien wiesen mit zunehmendem 
MAA-Gehalt eine geringere Photoinhibition der Photosynthese auf. Die wellen- 
lÃ¤ngenabhÃ¤ngi Abnahme der Photoinhibition Ã¼berlappt mit dem Absorptions- 
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spektrum der MAAs. Die hauptsÃ¤chlich Schutzwirkung liegt somit im kurzwel- 
ligen WA-Bereich, dem WellenlÃ¤ngenbereich der unter natÃ¼rliche Strahlungs- 
bedingungen die grÃ¶ÃŸ Inhibition der Photosynthese verursacht. Die Versuche 
unter annahernd natÃ¼rliche Strahlungsbedingungen bestÃ¤tigen daÂ eine hÃ¶her 
UVB-Bestrahlung zu einer Zunahme der Photoinhibition fuhrt und eine 
Zunahme des MAA-Gehaltes die schÃ¤digend Wirkung der UVA und UVB- 
Strahlung - wenn auch nur geringfÃ¼gi - reduziert. 
Der zellulÃ¤r MAA-Gehalt nahm annahernd linear mit dem eingestrahlten 
PhotonenfluÃ zu. Sowohl bei Diatomeen als auch Phaeocystis-Kolonien kam es 
durch BlauIUV-Strahlung zu einer deutlichen Induktion der MAA-Bildung. Die 
Wirkungskurven fÅ  ¸ die MAA-Bildung zeigen, daÂ bei Diatomeen Strahlung im 
Bereich zwischen 370 und 470 nm am wirksamsten ist und UVB-Strahlung nur 
eine geringe Wirkung hat. Bei Phaeocystis liegt das Maximum dagegen bei 
350 nm und auch kurzwellige UVB-Strahlung zeigt noch einen deutlichen 
Effekt. Daraus ist zu schlieÃŸen daÂ Phaeocystis-Kolonien sich bezÃ¼glic der 
MAA-Bildung auch an eine hÃ¶her UVB-BestrahlungsstÃ¤rk anpassen kÃ¶nnen 
FÃ¼ die MAA-Bildung war Dauerbestrahlung von mindestens 10-24 h 
notwendig; im Dunkeln kam es zu keinem Abbau der MAAs. 
Zusammenfassend kann festgestellt werden, daÂ Photoreaktivierung und 
MAA-Bildung wichtige Mechanismen sind, die bei antarktischen Phytoplankto- 
norganismen zu einem Schutz vor SchÃ¤digunge durch kurzwellige UVA- und 
UVB-Strahlung beitragen. Die Bildung von MAAs fuhrt allerdings nur bei 
grÃ¶ÃŸer Diatomeen zu einer Reduktion der SchÃ¤digun durch UVA-Strahlung; 
nur bei Phaeocystis-Kolonien konnte auch eine Schutzwirkung im UVB-Bereich 
nachgewiesen werden. Die Photoreaktivierung stellt dagegen sowohl fÅ¸  Diato- 
meen als auch Phaeocystis einen leistungsfahigen und schnellen ReparaturprozeÃ 
dar, durch den die durch UVB-Bestrahlung gebildeten Dimere in der DNA ef- 
fektiv wieder repariert werden. Sowohl MAA-Bildung als auch Photoreaktivie- 
rung sind durch UVAIBlau-Strahlung induzierbar. Die untersuchten Phytoplank- 
tonorganismen kÃ¶nne sich somit an hÃ¶her BestrahlungsstÃ¤rken wie sie in der 
Natur im tÃ¤gliche und jahreszeitlichen Wechsel vorkommen, akklimatisieren 
Eine Anpassung an eine alleinige ErhÃ¶hun des UVB-Anteils, wie sie durch eine 
Reduktion der stratosphÃ¤rische Ozonkonzentration Ã¼be der Antarktis hervorge- 
rufen wird, erfolgt dagegen nicht. 
SUMMARY 
It is a wide-spread assumption that in phytoplankton - as generally in plants - 
photoreactivation and UV-absorbing substances are important for the protection 
against UV radiation. Photoreactivation is an enzymatic DNA repair mechanism, 
where the energy of photons in the UVAIBlue range (360-460 nm) is used for the 
decomposition of cyclobutyl pyrimidine dimers (CPD) which are produced by 
UVB radiation (280-320 nm). On the other hand, mycosporine-like amino acids 
(MAAs) are attributed a protective hnction because they absorb photons in the 
UV range. As for phytoplankton, little was known about the efficiency and capa- 
city of these protective mechanisms and about the ability of these organisms to 
adapt to a changing radiation climate. In this work, experiments with artificial 
radiation have been carried out with important antarctic diatoms as well as with 
colonies of Phaeocystis antarctica. The production of dimers, photoreactivation 
and the dependence of formation and protective function of MAAs On spectral 
distribution, intensity and duration of the radiation were studied. Part of the ex- 
periments have also been performed under approximately natural radiation con- 
ditions (sunshine simulator) with and without increased amounts of UVB radia- 
tion. 
For diatoms as well as for colonies of Phaeocystis antarctica UVB radiation 
fiom artificial sources lead to the formation of dimers in the DNA and a decrease 
in the survival rate if photoreactivation is suppressed. The formation rate of di- 
mers is approximately proportional to the UVB irradiance. On the molecular as 
well as on the cellular level reciprocity between duration and intensity of the ra- 
diation could be established. This leads to the conclusion that also under natural 
conditions the radiation damage is proportional to the UVB dose, i.e. the amount 
of absorbed UVB photons. 
If UVAIBlue radiation is applied subsequent to the damaging UVB, the di- 
mers are repaired rapidly and efficiently and the survival rate of the cells is in- 
creased. This photoreactivation does not depend on the dose of UVA radiation, 
nor On the cellular scale or molecular level. Above the UVA irradiance of 
0.3 W m"^, the removal of dimers as well as the recovery of the cells exclu- 
sively depend on the d u r a t i o n of the reactivating UVA radiation. An increase 
in irradiance does not lead to an increase of the repair rate. This leads to the con- 
clusion that the availability of the UVA photons needed for dimer decomposition 
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is a limiting factor for photoreactivation only below a certain threshold value (15 
pmol photons m"2 s"', in this investigation). 
It could be shown for the first time that photoreactivation depends On the 
spectral distribution of the radiation the cultures were acclimatized to b e f o r e 
they were irradiated with UVB. The cultures only exhibit a high repair rate and 
recovery if they are irradiated with Blue, Blue+UVA or Blue+UVA+UVB prior 
to UVB. It can be concluded that phytoplankton organisms adapt to a higher irra- 
diance and that the formation or activation of the photoreactivating enzyme 
(photolyase) is induced by photons in the BlueIUV range. Although the repair 
rate increases at higher UVB irradiance, this increase is not sufficient to compen- 
sate for the higher damage induced by radiation in this range. This has been con- 
firmed by the experiments carried out under approximately natural irradiation 
conditions. 
The investigation with MAAs show that in antarctic diatoms, the absorption 
between 330 nm and 335 nm is mainly caused by MAAs (Porphyra-334, Myco- 
sposine, Glycine, Shinorine). Compared to diatoms, colonies of Phaeocystis 
show an UV-absorption which is higher by a factor of 3-10 (maximum between 
3 15 nm and 320 nm). In this case, the MAAs could not be accurately specified. 
The sunscreen factors (S) calculated from the in viv0 absorption depend on the 
cell size. For diatoms, in the range of maximum absorption, S is between 0.03 
(valve radius <3 pm) and 0.5 (valve radius >10 pm). In the high frequency UVB 
range between 3 10 nm and 320 nm even large diatoms only have low S factors 
<0.1. It has been confirmed experimentally that in diatoms, an increase of the 
MAA content does not lead to less UVB damage (measured as dimer production 
and survival rate). 
For Phaeocystis colonies the S values are generally higher with values up to 
0.4 (UVB) and 0.7 (UVA). Calculations show that the largest proportion of 
MAAs resides in the colony envelope and not inside the cells. It has been expe- 
rimentally confirmed that in Phaeocystis MAAs also exhibit a protective effect 
against W B  radiation. In both diatoms and Phaeocystis colonies photoinhibition 
of photosynthesis decreases with increasing MAA content. The photoinhibition 
has a frequency dependency similar to the absorption of the MAAs. Conse- 
quently, the MAAs exhibit their maximum protective effect in the frequency 
range where under natural conditions the inhibition of photosynthesis is most 
important. The experiments under approximately natural irradiation conditions 
confirm an increase of photoinhibition at higher UVB irradiation levels and a 
slight reduction of the harmhl effect of UVA and UVB irradiation because of 
higher MAA content. 
6 SUMMARY 
The cellular MAA content is approximately proportional to the irradiance. In 
diatoms as well as in Phaeocystis colonies BlueRJV radiation clearly induces the 
formation of MAAs. The action spectra for MAA formation show that for dia- 
toms, the radiation is most effective in the range between 370 nm and 470 nm 
and only slightly effective in the UVB range. For Phaeocystis, however, the ma- 
ximum lies in the vicinity of 350 nm and higher energetic UVB radiation has a 
pronounced effect. This indicates that, with regard to MAA formation, Phaeo- 
cystis colonies are able to adapt to a higher UVB irradiation. The cultures had to 
be irradiated for at least 10-24 hours to produce significant amounts of MAAs, 
which did not decompose in the dark. 
In Summary, it can be concluded that photoreactivation and MAA formation 
are mechanisms crucial for protection against UVA- and UVB irradiation da- 
mage in antarctic phytoplankton organisms. While in Phaeocystis colonies MAA 
formation reduces the radiation damage in both UV ranges, this is only true for 
larger diatoms in the UVA range. On the other hand, for both species photoreac- 
tivation is an efficient and fast process which effectively repairs the UVB in- 
duced dimers in the DNA. Both MAA formation and photoreactivation can be 
induced by UVAIBlue radiation. Thus the phytoplankton organisms under in- 
vestigation can acclimatize to higher irradiance which occur in nature in diurnal 
and seasonal turns. However, they do not adapt to an exclusive increase in UV, 
as is caused by a decrease of the stratospheric ozone concentration over the 
Antarctic. 
1 EINLEITUNG 
1.1 Motivation 
Seit einigen Jahren wird uber den Polargebieten eine fortschreitende regio- 
nale und saisonale Reduktion des Ozongehaltes in der StratosphÃ¤r beob- 
achtet (Farman et al. 1985, Jones & Shanklin 1995), deren Ursache haupt- 
sÃ¤chlic auf die Freisetzung der als Treibgase und KÃ¼hlmitte verwendeten 
Fluor-Chlor-Kohlenwasserstoffe (FCKW) zurÃ¼ckgefÃ¼h wird (Molina & 
Rowland 1974, Hough & Derwent 1990). Als Folge dieser Reduktion er- 
hÃ¶h sich die IntensitÃ¤ der auf die ErdoberflÃ¤ch auftreffenden ultraviolet- 
ten B-Strahlung (UVB-Strahlung) (Lubin et al. 1989, Madronich 1994). 
Abb. 1.1: StratosphÃ¤risch Ozonschichtdicke uber der sÃ¼dliche HemisphÃ¤r (gemes- 
sen in Dobson Units; DU=matrn*cm) wÃ¤hren (A) und am Ende (B) der Bildung des 
jÃ¤hrliche Ozonlochs (Quelle: Climate Prediction Center, USA). 
Bereits in den 70er Jahren wurde wahrend des antarktischen FrÃ¼hling 
(Oktober) eine Reduktion des Ozongehaltes Ã¼be der Antarktis gemessen. 
Mittlerweile hat sich der Zeitraum von Mitte September bis Anfang De- 
zember ausgeweitet. Wahrend dieser Zeit verringert sich der Ozongehalt 
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um bis zu 60% (Jones & Shanklin 1995) (Abb. 1.1). Zum Zeitpunkt der 
maximalen Ausdehnung umfaÃŸ dieses sogenannte "Ozonloch" eine FlÃ¤ch 
von 25 Millionen Quadratkilometern. Es reicht somit bis Ã¼be die Ã¤uÃŸe 
Grenze des SÃ¼dpolarmeers das als geschlossener GÃ¼rte den antarktischen 
Kontinent umgibt und nach Norden hin durch die Polarfront - bei 50' bis 
55' sÃ¼dliche Breite - begrenzt wird. 
Der Ozonmantel der Erde schÃ¼tz die BiosphÃ¤r weitgehend vor schÃ¤dli 
cher UV-Strahlung. Dieser Schutz beruht darauf, daÂ Ozon die solare ex- 
traterrestrische UVC-Strahlung (<280 nm) vollstÃ¤ndi und UVB-Strahlung 
(280-320 nm) teilweise absorbiert. UVA-Strahlung (320-400 nm) und 
photosynthetisch wirksame Strahlung ("photosynthetic active radiation" 
PAR; 400-700 nm) werden dagegen nur geringfÃ¼gi absorbiert. Eine Re- 
duktion des Ozongehaltes fuhrt deshalb zu einer selektiven ErhÃ¶hun der 
kurzwelliger UVB-Strahlung und einer Zunahme des VerhÃ¤ltnisse von 
QQVB zu QuvA und Quvn zu (Smith et al. 1992) (Abb. 1.2). 
- 
+ UVB W- UVA Abb. 1.2: UV-Einstrahlung 
E bei normaler stratosphÃ¤rische 
Ozonkonzentration von 350 
QUVB:QUVA DU und reduzierter Ozonkon- 
zentration von 200 und 100 
Å 100 DU 9,1*10-2 DU. Berechnet fÃ¼ die Palmer 
200 DU 5,4*10-2 Station (Antarktis) bei Son- 
350 DU 2,0*10-2 
nenhÃ¶chststan am 14. No- 
vember eines Jahres (Prezelin 
et al. 1998). 
B Ã£t S. 10-4 
W 300 320 340 360 380 400 
WellenlÃ¤ng (nm) 
Die Erkenntnis der fortschreitenden Reduktion der stratosphÃ¤rische 
Ozonkonzentration fÅ¸hrt in den letzten Jahren zu einer intensiven Diskus- 
sion Ã¼be die Wirkung von UV-Strahlung auf aquatische Ã–kosysteme 
Hierbei sind die Effekte auf das Phytoplankton von groÃŸe Bedeutung, weil 
diese Organismen als PrimÃ¤rproduzente am Anfang der Nahrungskette 
stehen und fÃ¼ die Aufnahme groÃŸe Mengen Kohlendioxid aus der 
1 Q bezeichnet den GesamtstrahlungsfluÃ in einem bestimmten WellenlÃ¤ngenbereic 
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AtmosphÃ¤r verantwortlich sind (Jaques 1983, El-Sayed & Fryxell 1993). 
Erste in situ-Studien wÃ¤hren der Reduktionsphase des Ozongehaltes Ã¼be 
der Antarktis deuten darauf hin, daÂ durch die hÃ¶her UVB-Exposition die 
PrimÃ¤rproduktio in der oberen Wasserschicht (10-20 m) um 6 bis 12% 
zurÃ¼ckgeh und dadurch auch die Artenzusammensetzung des 
Phytoplanktons beeinfluÃŸ wird (Smith et al. 1992). Jedoch kÃ¶nne trotz 
weiterer Untersuchungen in den letzten Jahren (Zusammenfassungen in: 
Vincent & Roy 1993, Holm-Hansen et al. 1993, Weiler & Penhale 1994, 
Hader 1997), bisher keine verlÃ¤ÃŸlich Aussagen Ã¼be die Auswirkungen 
einer erhÃ¶hte UVB-Exposition gemacht werden, weil viele der dazu be- 
nÃ¶tigte Informationen Ã¼be die Art und QuantitÃ¤ der SchÃ¤digunge sowie 
der Wirksamkeit und KapazitÃ¤ von Schutz- und Reparaturmechanismen 
fehlen. Bei Phytoplankton - wie allgemein bei Pflanzen - wird vermutet, 
daÂ UV-absorbierende Substanzen und die lichtabhÃ¤ngig DNA-Reparatur 
(Photoreaktivierung) die wichtigsten Rollen im UV-Schutz spielen (z.B. 
Holm-Hansen et al. 1993, Karentz et al. 1991 a, Karentz et al. 1991 b, Ka- 
rentz 1994). Inwieweit durch diese tatsÃ¤chlic eine Zunahme der SchÃ¤di 
gung durch UVB-Strahlung kompensiert werden kann, konnte bisher nicht 
geklÃ¤r werden. 
Nachdem das Augenmerk nach Beginn der jÃ¤hrlic auftretenden Ozon- 
reduktion hauptsÃ¤chlic auf die Wirkung einer erhÃ¶hte UVB-Strahlung 
gerichtet war, nimmt mittlerweile das Interesse zu, sich grundlegender mit 
den Wirkungen von UVB- und UVA-Strahlung auf Organismen zu be- 
schÃ¤ftigen Dabei werden vor allem Fragen nach den Wechselwirkungen 
von PAR, UVA- und UVB-Strahlung bei SchÃ¤digung Schutz und Akkli- 
mation gestellt (z.B. Neale et al. 1998a). 
Vor dem skizzierten Hindergrund ist der Untersuchungsansatz der vor- 
liegenden Arbeit als Beitrag zum besseren VerstÃ¤ndni der Wirkung von 
UV-Strahlung auf Phytoplankton entstanden. Sie beinhaltet Untersu- 
chungsbehnde Ã¼be UV-absorbierende Mykosporin-Ã¤hnlich AminosÃ¤ure 
(MAAs) und die Photoreaktivierung bei antarktischen Diatomeen (Kie- 
selalgen) sowie der zur Klasse der Prymnesiophyceae gehÃ¶rende Gattung 
Phaeocystis. Beide Gruppen gehÃ¶re zu den bedeutendsten Vertretern des 
Phytoplanktons im SÃ¼dpolarmee und tragen hauptsÃ¤chlic zur im FrÃ¼hjah 
entstehenden PlanktonblÃ¼t bei (Scharek 199 1, Scharek et al. 1993). So- 
wohl bei der Photoreaktivierung als auch bei den MAAs stehen Untersu- 
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chungen Ã¼be die AbhÃ¤ngigkei ihrer Bildung und Schutzwirkung von der 
spektralen Zusammensetzung, StÃ¤rk und Dauer der Bestrahlung im Vor- 
dergrund und somit die Frage nach der Balance zwischen SchÃ¤digung 
Schutz und Reparatur sowie der Anpassungsfahigkeit der Organismen an 
sich Ã¤ndernd Strahlungsbedingungen. Ein Teil der Untersuchungen wurde 
auch unter annÃ¤hern natÃ¼rliche Strahlungsbedingungen mit normalem 
und erhÃ¶hte UVB-Anteil durchgefÃ¼hr (Sonnenscheinsimulator, s. Kap. 
3.2). 
Im folgenden werden verschiedene, fÃ¼ das VerstÃ¤ndni der Fragestel- 
lung wichtige Themen dargestellt. Dabei wird zuerst auf das Strahlungs- 
klima eingegangen, dem die Phytoplanktonorganismen im SÃ¼dpolarmee 
sowohl bei normalen Strahlungsbedingungen als auch bei erhÃ¶hte UVB- 
Strahlung zur Zeit der Ozonreduktion ausgesetzt sind. In den folgenden 
Abschnitten werden die Grundlagen und der bisherige Kenntnisstand Ã¼be 
die SchÃ¤digun der Organismen durch UV-Strahlung sowie deren 
Schutzmechanismen zusammengefaÃŸt Danach folgt im zweiten Kapitel die 
sich aus den offenen Fragen ergebende Zielsetzung dieser Arbeit. 
1.2 Das Strahlungsklima im SÃ¼dpolarmee 
Phytoplanktonorganismen sind auch in den polaren Gebieten sowohl lang- 
fristig als auch kurzfristig stark wechselnden Strahlungsbedingungen mit 
unterschiedlichen IntensitÃ¤te und spektraler Zusammensetzung ausgesetzt 
(Kirk 1994). Ursachen hierfÃ¼ sind u.a. die saisonal schwankenden 
TageslÃ¤nge und Einstrahlungswinkel, die ebenfalls an die Jahreszeiten 
gekoppelte Ausdehnung des Meereises sowie die vertikale Durchmischung 
der oberen Wasserschichten im offenen Ozean. 
Im antarktischen Winter trifft in den polaren Regionen aufgrund des ge- 
ringen Einstrahlungswinkels nur eine geringe StrahlungsstÃ¤rk auf die 
WasseroberflÃ¤ch auf. Zudem ist bis zum antarktischen FrÃ¼hlin (August 
bis Dezember) etwa die HÃ¤lft des SÃ¼dpolarmeer mit Eis und Schnee 
Ã¼berzoge (Zwally et al. 1983). Die zu dieser Jahreszeit hauptsÃ¤chlic im 
Eis oder in der darunter liegenden Wasserschicht lebenden Organismen 
sind somit nur geringen BestrahlungsstÃ¤rke ausgesetzt, die je nach 
Eistiefe und Schneebedeckung z.T. weniger als 5 pmol Photonen m'2 s" 
betragen kÃ¶nne (Buckley & Trodahl 1987). 
Erst im antarktischen Sommer (Dezember und Januar), wenn Dauer und 
StÃ¤rk der Strahlung und damit die Temperatur zunehmen, beginnt das Eis 
zu schmelzen. Dabei kommt es aufgrund des unterschiedlichen Salzgehal- 
tes von Meerwasser und geschmolzenem Eis zur Stabilisierung und Ab- 
flachung der durchmischten Deckschicht bis auf wenige Meter. In diesen 
lichtdurchfluteten OberflÃ¤chenschichten in denen eine BestrahlungsstÃ¤rk 
von bis zu 2000 pmol Photonen m'2 s"' gemessen wurde, entwickeln sich 
PhytoplankonblÃ¼te mit z.T. hohen Biomassen (Garrison et al. 1987, Sulli- 
van et al. 1988). Dabei dienen die aus dem Eis freigesetzten Algen als 
Inoculum fur die entstehenden BlÃ¼te (Smetacek et al. 1992, Scharek et al. 
1993). Diese sogenannten EiskantenblÃ¼ten die mit dem Eisrand nach SÃ¼ 
den wandern, tragen einen groÃŸe Teil zur jÃ¤hrliche Algen-PrimÃ¤rpro 
duktion im SÃ¼dpolarmee und somit zur Kohlenstoffixierung bei (Smith & 
Nelson 1990, Scharek 1991). 
Im spÃ¤te Sommer und im Herbst, wenn es durch die starken StÃ¼rm 
wieder zu einer tiefen Durchmischung der oberen Wasserschicht kommt, 
erfahren die mit den zirkulierenden Wassermassen auf- und abwÃ¤rt trans- 
portierten Organismen einen kurzzeitigen und starken Wechsel von Hell- 
und Dunkelperioden, der von der Durchmischungstiefe und -geschwindig- 
keit abhÃ¤ng (El-Sayed & Fryxell 1993). Dabei kommt es aufgrund von 
Streuungs- und AbsorptionsvorgÃ¤nge mit zunehmender Tiefe zu einer 
starken Abnahme der BestrahlungsstÃ¤rk sowie zur Ã„nderun der spek- 
tralen Zusammensetzung (Kirk 1994) (Abb. 1.3A). Bei geringen Algen- 
und Detrituskonzentrationen, so wie sie typisch fÃ¼ den SÃ¼dliche Ozean 
sind, wird Strahlung im langwelligen Rotbereich >600 nm und im kurz- 
welligen UV-Bereich am stÃ¤rkste absorbiert. Dies fuhrt dazu, daÂ Strah- 
lung zwischen 400 und 550 nm (blau-grÃ¼n Strahlung) am tiefsten in die 
WassersÃ¤ul eindringt (Smith et al. 1992, Kirk 1994) (Abb. 1.3A). UVB- 
Strahlung wird im offenen Ozean noch bis in eine Tiefe von 50-80 m, im 
Eis bis in 2 m Tiefe gemessen (Smith & Baker 1997, Gieskes & Draay 
1990, Perovich 1993). Bei einer Ozonreduktion kommt es deshalb nicht 
nur an der WasseroberflÃ¤ch sondern auch in tieferen Wasser- oder Eis- 
schichten zu einer ErhÃ¶hun der UVB-Einstrahlung und somit zur Ver- 
schiebung des VerhÃ¤ltnisse von Quvg zu QuvAund QuvB zu Qoesami (Tro- 
dahl & Buckley 1990, Smith et al. 1992) (Abb. 1.3B). 
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Abb. 1.3: VerÃ¤nderun der spektralen Einstrahlung mit zunehmender Wassertiefe im 
Siidpolarmeer (A) sowie VerhÃ¤ltni von Q zu Q bei normaler und reduzierter 
Ozonkonzentration (B) (Smith et al. 1992). 
1.3 UV-SchÃ¤digun und -Schutzmechanismen 
1.3.1 Biologische Wirkung von Strahlung im UV-Bereich 
Ausgangspunkt fur die biologische Strahlungswirkung ist die Absorption 
durch MolekÃ¼l und damit die EnergieÃ¼bertragun in Form von Anregung 
oder sogar Ionisation. Besonders leicht anregbar sind MolekÃ¼le die viele 
konjugierte Doppelbindungen enthalten. Im Wellenlangenbereich des 
"sichtbaren" Lichtes (400-700 nm) sind das vor allem die photosyntheti- 
sehen Pigmente wie Chlorophylle und Carotinoide. Im kurzwelligen Be- 
reich der UV-Strahlung absorbieren dagegen hauptsÃ¤chlic bestimmte 
Amino- und Nukleinsauren (Kiefer 1989, Vincent & Roy 1993). Mit ab- 
nehmender WellenlÃ¤ng nimmt die Energie der Quanten zu und die scha- 
digende Wirkung der Strahlung steigt stark an. So kÃ¶nne durch die kurz- 
welligen Quanten des UVB-Bereichs sogar die Kovalenzbindungen der sie 
absorbierenden MolekÃ¼l aufgebrochen werden, was durch die energiear- 
meren Photonen nicht mÃ¶glic ist. Dadurch kommt es zur VerÃ¤nderun 
oder ZerstÃ¶run der MolekÃ¼l und infolgedessen zur SchÃ¤digun ganzer 
Zellprozesse (Kiefer 1989, Vincent & Roy 1993). 
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Nach den Meldungen einer stratosphÃ¤rische Ozonreduktion Ã¼be der 
Antarktis fanden erste Untersuchungen statt, die sich mit den Wirkungen 
der UV-Strahlung auf verschiedene zellulÃ¤r Bestandteile oder Prozesse 
des Phytoplanktons sowie den Schutzmechanismen befaÃŸte (Zusammen- 
fassungen in: Worrest 1983, Karentz 199 1, Vincent & Roy 1993, Weiler & 
Penhale 1 994, Hader 1997). Im Vordergrund vieler Untersuchungen stan- 
den vor allem Fragen nach der schÃ¤digende Wirkung der UVB-Strahlung 
auf die DesoxyribonukleinsÃ¤ur (DNA), die Photosynthese sowie das 
Wachstum. WÃ¤hren DNA-SchÃ¤digunge hauptsÃ¤chlic durch kurzwellige 
UVB-Strahlung entstehen (Buma et al. 1997) konnte gezeigt werden, daÂ 
neben der UVB- auch die UVA-Strahlung fÃ¼ die Inhibition der Photo- 
synthese verantwortlich ist (z.B. Cullen & Neale 1994). Als Zielorte der 
UV-Strahlung werden das Reaktionszentrum des Photosystems I1 (PS 11), 
die Lichtsammelkomplexe sowie die schwefelhaltigen Komponenten der 
Elektronentransportkette diskutiert (Cullen & Neale 1994, Schofield et al. 
1995). Als Folge sowohl der DNA-SchÃ¤digun (Karentz et al. 1991a, 
Buma et al. 1996 & 1997) als auch der Photosyntheseinhibition (z.B. 
Helbling et al. 1996) kommt es zu einer Reduktion der Wachstumsrate. Je- 
doch sind die meisten der komplexen ZusammenhÃ¤ng bisher noch nicht 
verstanden, die von molekularen VerÃ¤nderunge Ã¼be die SchÃ¤digun ver- 
schiedener Zellprozesse und -kompartimente bis hin zum Tod der Orga- 
nismen fÃ¼hren 
Als wichtigste Schutzmechanismen gegen UV-SchÃ¤digunge werden bei 
Phytoplankton vor allem die Reparatur der DNA-SchÃ¤digunge durch 
Photoreaktivierung oder Excision und die Bildung von Mykosporin-Ã¤hnli 
chen AminosÃ¤ure (MAAs) diskutiert (z.B. Holm-Hansen 1993, Mitchell 
& Karentz 1993, Karentz 1994). WÃ¤hren bei der DNA-Reparatur schon 
entstandene SchÃ¤de in der DNA beseitigt werden, wird den MAAs auf- 
grund ihrer Absorption kurzwelliger UV-Strahlung eine schÃ¼tzend Funk- 
tion zugeschrieben. 
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1.3.2 DNA-SchÃ¤digun und Reparatur 
Die DesoxyribonukleinsÃ¤ur (DNA) absorbiert hauptsÃ¤chlic aufgrund der 
konjugierten Doppelbindungen ihrer Pyrimidinbasen (Cytosin und Thy- 
min) UV-Strahlung mit einem Maximum bei 260 nm. Diese Absorption hat 
die Bildung von Cyclobutyl-Pyrimidindimeren (CPD) und (6-4)-Photopro- 
dukten2 aus zwei benachbarten Pyrimidinresten zur Folge. Viele Untersu- 
chungsbefunde belegen, daÂ CPD die hauptsÃ¤chliche Photoprodukte in 
UVB-bestrahlter DNA darstellen und Thymindimere (T[]T) dabei die hÃ¤u 
figsten gebildeten CPD-Spezies sind (Setlow & Carrier 1966, Gordon & 
Haseltine 1982). Auch bei Diatomeen sind CPD die hÃ¤ufigste durch 
UVB-Bestrahlung induzierten Dimere (Karentz et al. 199 1 a). Untersu- 
chungen Ã¼be einzelne Spezies dieser Photoprodukte liegen fÃ¼ 
Phytoplankton nicht vor. 
DNA-Abschnitt mit benachbarten 
Thyminresten 
DNA-Abschnitt mit Cyclobutyl- 
Thymindimer (T[]T) 
Abb. 1.4: Bildung eines Cyclobutyl-Pyrimidindimers (CPD), dargestellt am Beispiel 
zweier benachbarter Thyminreste 
Die Bildung von CPD in der DNA erfolgt dadurch, daÂ eine von zwei 
benachbarten Pyrimidinbasen durch Absorption eines UV-Quants in einen 
angeregten Zustand Ã¼bergeh und in einer Cycloaddition mit der 
Doppelbindung der benachbarten Pyrimidinbase einen Cyclobutanring 
ausbildet (Kloepfer & Morrison 1972) (Abb. 1.4). Dabei handelt es sich um 
eine photoreversible Reaktion. Die hÃ¶chst Dimerisierungsrate erfolgt im 
Absorptionsmaximum der Pyrimidine bei 260 nm, die RÃ¼ckreaktio 
(Dimerspaltung) im Absorptionsmaximum der Dimere bei 240 nm (Dee- 
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ring & Setlow 1963). AuÃŸerde kÃ¶nne die Dimere durch UVAIBlau- 
strahlung im WellenlÃ¤ngenbereic zwischen 360 und 460 nm wieder auf- 
gespalten werden. Diese Reaktion wird durch das photoreaktivierende 
Enzym (Photolyase) katalysiert (s. nÃ¤chste Abschnitt). 
PrimÃ¤r Wirkung der Dimerbildung ist die Hemmung der DNA- bzw. 
RNA-Polymerasereaktion und somit der Replikation und Transkription 
(Kiefer 198 1). Ist die SchÃ¤digun hoch, so kann diese Hemmung letal fur 
die Zelle oder den ganzen Organismus sein, da dadurch eine Zellteilung 
verhindert wird oder die Synthese lebenswichtiger Proteine unterbleibt. 
Untersuchungen mit kÃ¼nstliche UVB-Bestrahlung bei Diatomeenkulturen 
zeigen, daÂ mit zunehmender UVB-Bestrahlung die Dimerbildung in den 
Zellen ansteigt und gleichzeitig die Wachstumsrate der Zellen abnimmt 
(Karentz et al. 1991a, Buma et al. 1997). Dabei wurden auch in stark UVB- 
bestrahlten Zellen, bei denen die Zellteilung inhibiert war, Proteine und 
Chlorophylle gebildet (Buma et al. 1996). Inwieweit es auch unter natÃ¼rli 
chen Strahlungsbedingungen, bei denen SchÃ¤digun und Reparatur 
gleichzeitig ablaufen, zu solchen ZellschÃ¤digunge kommt, wurde bisher 
nicht untersucht. 
SchÃ¤digunge an der DNA kÃ¶nne in der Zelle durch verschiedene, sich 
ergÃ¤nzend Reparatursysteme mit unterschiedlicher Arbeitsweise wieder 
beseitigt werden. Die bisher bekanntesten Reparaturmechanismen sind die 
Excisionsreparatur, bei der die modifizierten Nucleotidsequenzen entfernt 
und ersetzt werden und die direkte Reparatur durch die Photoreaktivierung, 
bei der spezifisch Dimere photochemisch wieder gespalten werden (Ãœber 
sichtsartikel: Sutherland 198 1, Sancar & Sancar 1988). 
Durch die Excisionsreparatur, die auch als Dunkelreparatur bezeichnet 
wird, kÃ¶nne sowohl einzelne BasenÃ¤nderunge als auch sogenannte "sper- 
rige" SchÃ¤den die durch exogene EinflÃ¼ss wie Strahlung, Oxidation oder 
Chemikalieneinwirkung entstanden sind, und die DNA-Struktur verÃ¤ndern 
beseitigt werden. Dabei wird zwischen der Basenexcision und der 
Nucleotidexcision (NER) unterschieden (Sancar & Sancar 1988, Sancar 
1994a). WÃ¤hren bei der Basenexcision nur eine spezifische Basenmodi- 
fikation erkannt und herausgeschnitten wird, wird bei der Ã¤uÃŸer unspezi- 
fische NER fur den Ersatz von 1-2 geschÃ¤digte Nucleotiden ein Oligomer 
mit 12- 13 Basenpaaren (Prokaryoten) bzw. 27-29 Basenpaaren (Euka- 
ryoten) aus der DNA herausgeschnitten und wieder ersetzt. Die NER ist 
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deshalb mit einem vergleichsweise hohen Energieaufwand verbunden 
(Sancar & Tang 1993). 
Bei der Photoreaktivierung werden mit Hilfe des photoreaktivierenden 
Enzyms, der sogenannten ~ h o t o l ~ a s e ~ ,  spezifisch Dimere gespalten. Die 
Photolyase bindet dabei im ersten Schritt an ein Pyrimidindimer und bildet 
mit diesem einen Enzym-Substrat-Komplex aus. In einem zweiten, licht- 
induzierten Schritt, absorbiert das Enzym Ã¼be seine Chromophore ein 
Photon des UVA-Blaubereichs und stellt damit die Energie zur Spaltung 
des Cyclobutanrings. Danach dissoziiert das Enzym von der reparierten 
DNA wieder ab (Sancar & Sancar 1988, Sancar 1994b). Schon 1949 wurde 
von Keiner das PhÃ¤nome der Photoreaktivierung beschrieben: Beim Pilz 
Streptomyces gf-iseus wurde die durch UV-Bestrahlung hervorgerufene 
reduzierte Konidienbildung durch simultane oder direkt anschlieÃŸend 
Bestrahlung mit sichtbaren Licht wieder revertiert. Einige Jahre spÃ¤te 
wurde in grundlegenden Arbeiten von Rupert (Rupert 1962a, Rupert 
1962b) das der Photoreaktivierung zugrunde liegende Reaktionsschema 
aufgeklÃ¤r und gezeigt, daÂ der ProzeÃ enzymatischer Natur mit Michaelis- 
Menten-Kinetik ist. Seither gab es eine Vielzahl weiterer Untersuchungen, 
die sich mehr und mehr auch mit den molekularen Mechanismen dieses 
sehr bedeutenden Reparat~irmechanismus beschÃ¤ftigten 
Die bisher bekannten CPD-Photolyasen sind monomere Proteine mit ei- 
nem Molekulargewicht zwischen 50 000 und 60 000 Dalton, welche in 
einem stÃ¶chiometrische VerhÃ¤ltni mit zwei ChromophorerdCofaktoren 
ausgestattet sind (Schumann-Joms et al. 1987). Sie werden, basierend auf 
der Homologie ihrer AminosÃ¤uresequen in die Klasse I der mikrobiellen 
Photolyasen und in die Klasse I1 der Metazoen-Photolyasen eingeteilt 
(Sancar & Sancar 1988). Allen Photolyasen gemeinsam ist das reduzierte 
Flavin-Adenin-Dinucleotid (FADH-). Dieser erste Chromophor nimmt die 
zentrale Rolle bei der Photolyasereaktion ein, da durch ihn die Cyclo- 
butanring-Aufspaltung stattfindet. Der zweite Chromophor (entweder ein 
Deazaflavin oder ein Folat) fungiert als Lichtsammler und Ã¼bertrÃ¤ seine 
Anregungsenergie auf den Flavin-Chromophor (Sancar 1994b). WÃ¤hren 
der erste Flavin-Chromophor ein Absorptionsmaximum bei 420 bis 460 nm 
aufweist, besitzen die zweiten Chromophore unterschiedliche Absorptions- 
3 DNA-Photolyase, photoreaktivierendes Enzym (PRE, Desoxyribocyclobutadipyri- 
midin Pyrimidin-Lyase, EC 4.1.99.3) 
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charakteristika, wobei die Maxima zwischen 360 und 460 nm liegen (San- 
car 1994b). 
Die Photolyase ist ein strukturspezifisches DNA-bindendes Protein, des- 
sen SpezifitÃ¤ durch das durch die Dimerisierung verÃ¤ndert DNA-RÃ¼ck 
grat bestimmt wird. Die Sequenz wirkt sich Ã¼be diese Verformung auf die 
AffinitÃ¤ der Photolyase wie folgt aus: T[]T>T[]U>U[]U>C[]C, mit einer 
Ca. 10-fach hÃ¶here AffinitÃ¤ zu T[]T als zu C[]C (Kim & Sancar 1991). 
Dagegen scheint die TertiÃ¤rstruktu zumindest bei E. coli-Photolyasen 
keinen EinfluB auf die AktivitÃ¤ auszuÃ¼be (Sancar et al. 1985). 
Zusammenfassend unterscheidet sich die Reparatur von DNA-SchÃ¤di 
gungen durch Photoreaktivierung von der Excisionsreparatur in drei we- 
sentlichen Punkten: 
1. Die Photoreaktivierung spaltet hauptsÃ¤chlic CPD und ist somit spezi- 
fisch fÃ¼ die Reparatur von UVB-SchÃ¤digungen wÃ¤hren die Exci- 
sionsreparatur auch andere DNA-SchÃ¤de beheben kann. 
2. Die Photoreaktivierung repariert SchÃ¤digunge der DNA durch direkte 
RÃ¼ckbildun der Dimere zu Monomeren - ohne Neusynthese und somit 
im Gegensatz zur Excisionsreparatur ohne zellulÃ¤re Energieverbrauch. 
3. Bei der Photoreaktivierungsreaktion wird die Energie zur Spaltung der 
Dimere durch Strahlung bereitgestellt, die Excisionsreparatur kann da- 
gegen auch im Dunkeln stattfinden. 
Sowohl die Excisionsreparatur als auch die Photoreaktivierung sind 
vermutlich schon frÃ¼ in der Evolution entstanden und bei Pflanzen und 
Tieren weit verbreitet (Sancar 1994b). Sie haben jedoch eine unterschiedli- 
che Bedeutung in den einzelnen Organismengruppen. So scheint bei hÃ¶he 
ren Pflanzen und vermutlich auch bei Phytoplankton die lichtabhÃ¤ngig 
Photoreaktivierung der wichtigste Reparaturmechanismus zu sein (Mitchell 
& Karentz 1993). Dagegen spielt die Excisionsreparatur bei Tieren und 
Bakterien die dominierende, bei SÃ¤ugerzelle vermutlich sogar die einzige 
Rolle bei der Beseitigung von DNA-SchÃ¤de (Mitchell & Karentz 1993, 
Sancar 1994a). 
Obwohl in den letzten Jahrzehnten zahlreiche Arbeiten Ã¼be die Entste- 
hung der durch UVB-Bestrahlung gebildeten Dimere sowie ihrer Reparatur 
verÃ¶ffentlich wurden (Zusammenfassungen in Sancar & Sancar 1994a & 
994b ,  Mitchell & Karentz 1993), sind viele Fragen offen geblieben. So 
beschrÃ¤nke sich die meisten diesbezÃ¼glich Arbeiten auf hÃ¤ufi unter- 
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suchte Systeme wie E. coli, Hefe und Humanzellen. Untersuchungen bei 
hÃ¶here Pflanzen und Phytoplankton (Zusammenfassungen in Strid et al. 
1994, Britt 1995, Karentz 1994) wurden jedoch nur begrenzt durchgefuhrt. 
Zum anderen fanden die meisten Untersuchungen unter kÃ¼nstliche 
Strahlungsbedingungen und in vitro statt, und eine ubertragung der Ergeb- 
nisse auf natÃ¼rlich Strahlungsbedingungen in einer lebenden Zelle ist 
nicht uneingeschrÃ¤nk mÃ¶glich Auch bei der Photoreaktivierung gibt es bei 
Pflanzen bisher nur vereinzelt Arbeiten, die sich mit dem molekularen 
Mechanismus (z.B. Batschauer 1991) oder mit den vor allem fur die Ã–ko 
physiologie wichtigen Fragen nach der Strahlungs- und ZeitabhÃ¤ngigkei 
und somit auch der Anpassungsfahigkeit und KapazitÃ¤ dieses wichtigen 
Vorgangs beschÃ¤ftige (z.B. Langer & Wellmann 1990, Buchholz et al. 
1995). Bei Phytoplankton beschrÃ¤nkt sich der Nachweis der Photoreakti- 
vierung bisher auf die Beobachtung, daÂ der Dimergehalt in den Zellen 
durch PAR- oder BlauIUVA-Bestrahlung reduziert wird (Karentz et al. 
199 1 a, Buma et al. 1995). Untersuchungen Ã¼be die Excisionsreparatur bei 
Pflanzen wurden bisher nur in geringem Umfang durchgefuhrt, so daÂ Ã¼be 
die molekularen Mechanismen dieser Reparatur nur wenige Informationen 
vorliegen (Britt 1995). Dabei konnte auch nicht geklÃ¤r werden, ob die Ex- 
cision im Sinne einer Basenexcision oder einer NER stattfindet. Bei 
Phytoplankton stammt der bisher einzige Hinweis auf eine Excisionsrepa- 
ratur aus der Arbeit von Karentz et al. (1991b), die bei antarktischen Dia- 
tomeen in Gelblicht, d.h. bei Ã¼berwiegende AusschluÃ der photoreakti- 
vierend wirksamen UVAIBlau-Strahlung, innerhalb eines Zeitraums von 
6 h eine Reduktion von bis zu 60% der Gesamtdimerkonzentration nach- 
weisen konnte. 
In einigen Arbeiten Ã¼be Phytoplankton (z.B. Smith et al. 1992, Prezelin 
et al. 1998) wurde die Hypothese aufgestellt, daÂ sich die Organismen be- 
zÃ¼glic der Photoreaktivierung an eine hÃ¶her UVB-Strahlung anpassen 
kÃ¶nnen Bisher gibt es jedoch keine Untersuchungen Ã¼be die AbhÃ¤ngigkei 
der Photoreaktivierung von der Strahlungscharakteristik, der Bestrah- 
lungsstÃ¤rk sowie der Dauer, Dosis und WellenlÃ¤ng der Strahlung. Aller- 
dings konnte in anderen Systemen wie Hefe (Fukui & Laskowski 1984), 
Goldfischzellkulturen (Yasuhira & Yasui 1992) und hÃ¶here Pflanzen 
(Langer & Wellmann 1990) eine ErhÃ¶hun der PhotolyaseaktivitÃ¤ durch 
Vorbestrahlung mit WeiÃŸlich oder UV-Strahlung gemessen werden. Bei 
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verschiedenen hÃ¶here Pflanzen wie Bohnen und Petersilie wird die In- 
duktion der PhotolyaseaktivitÃ¤ zumindest teilweise Ã¼be den Photorezeptor 
Phytochrom gesteuert (Langer & Wellmann 1990, Buchholz 1996). 
1.3.3 UV-absorbierende Substanzen 
Substanzen, die im UVB- und UVA-Bereich des Sonnenspektrums absor- 
bieren, lassen sich Ã¼beral im Pflanzenreich finden. Die ersten Untersu- 
chungen Ã¼be solche UV-absorbierende Substanzen gab es schon vor mehr 
als 100 Jahren (z.B. NÃ¤gel 1849). In hÃ¶here Pflanzen sind hauptsÃ¤chlic 
Flavonoide und andere Phenylpropanoide fur die Absorption im kurzwel- 
ligen Strahlungsbereich verantwortlich (Caldwell et al. 1983, Beggs & 
Wellmann 1994). Auch bei marinen Organismen begann das Interesse an 
den UV-absorbierenden Substanzen schon vor der Entdeckung des Ozon- 
lochs in den 70er Jahren. Seit den frÃ¼he Untersuchungen von Shibata 
(1 969) an Korallen des Great Barrier Riffs (Australien) und der Charakteri- 
sierung ihrer UV-absorbierenden Substanzen als wasserlÃ¶slich Pigmente 
mit einem Absorptions~naximum im ultravioletten Bereich um 320 nm 
fanden zahlreiche weitere Untersuchungen statt, die sich mit dem Vor- 
kommen, der Identifizierung und der Physiologie dieser Substanzen in 
marinen Organismen befaÃŸte (z.B. Dunlap & Chalker 1986, Karentz et al. 
1991b, Stochaj et al. 1994, McClintock & Karentz 1997, Karsten et al. 
1998). Dabei wurden hauptsÃ¤chlic sogenannte Mykosporin-Ã¤hnlich 
AminosÃ¤ure (MAAs) identifiziert. 
MAAs sind wasserlÃ¶slich organische Verbindungen, die aus einem Cy- 
clohexenon-Chromophor bestehen, an den eine AminosÃ¤ur oder der ent- 
sprechende Aminoalkohol gebunden ist (Abb. 1.5). Alle MAAs besitzen 
aufgrund der konjugierten n-Elektronensysteme ihrer Chromophore ein 
Absorptionsmaximum zwischen 3 10 und 360 nm sowie ein weiteres Ma- 
ximum bei 265 nm. Bislang wurden fast ein Dutzend verschiedener MAAs 
in marinen Organismen identifiziert (Bandaranayake 1998) (Tab. 1.1). Von 
Mycosporin-Glycin, der strukturell einfachsten MAA, wird vermutet, daÂ 
sie Ausgangssubstanz fur andere MAAs ist (Shick et al. 1991). 
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Abb. 1.5: Molekulare Grundstruktur der MAAs 
MAA Wellenliinge 
Asterin 330 nm 
Mykosporin-Glycin 310 nm 
Mykosporin-G1ycin:Serin 332 nm 
Mykosporin-G1ycin:Valin 335 nm 
Mykosporin-Taurin 309 nm 
Palythen 360 im 
PalythensÃ¤ur 337 nm 
Palythin 320 nm 
Palynthinol 332 nm 
Porphyra-334 334 lim 
Shinorin 334 nm 
Tab. 1.1: Bisher aus marinen Orga- 
nismen isolierte Mykosporin-Ã¤hnli 
ehe AminosÃ¤ure (MAAs) sowie 
WellenlÃ¤ng ihrer maximalen Ab- 
sorption. 
Bisher gibt es nur wenige Hinweise auf den Biosyntheseweg und die 
metabolische Funktion der MAAs in marinen Organismen. Bekannt ist, 
daÂ bei den strukturell verwandten Mykosporinen in terrestrischen Pilzen 
das Cyclohexenon-(C6-Ci)-GerÃ¼s im ersten Teil des Shikimatweges syn- 
thetisiert wird (Favre-Bonvin et al. 1987). Der Shikimatweg ist der klassi- 
sche Syntheseweg fÃ¼ aromatische Substanzen und kommt nur in hÃ¶here 
Pflanzen, einigen Algen, Bakterien und Pilzen vor (Floss 1979). Obwohl 
MAAs auch in marinen Tieren wie Muscheln, StachelhÃ¤ute und Fischen 
z.T. in hohen Konzentrationen vorkommen, kÃ¶nne MAAs nicht de novo 
von ihnen gebildet werden. Vermutlich gelangen sie durch das aufge- 
nommene Pflanzenmaterial in die Tiere und akkumulieren dort in den ver- 
schiedenen Geweben (Karentz et al. 1991b, Adams & Shick 1996, Caroll 
& Shick 1996). In symbiontischen Organismen wie den Korallen werden 
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MAAs von den endosymbiontischen Algen gebildet und zum Wirt trans- 
portiert (Stochaj et al. 1994). 
Auch bei antarktischen Diatomeen sowie natÃ¼rliche Phytoplankton 
wurden MAAs, deren Hauptbestandteil Porphyra-334 ist, identifiziert (Ka- 
rentz et al. 1991b, Davidson et al. 1994). Es wird vermutet, daÂ diese 
MAAs aufgrund ihrer Absorption im UV-Bereich eine schÃ¼tzend Wir- 
kung vor SchÃ¤digunge durch UV-Strahlung besitzen (Marchant et al. 
1991, Karentz 1991b, Vernet et al. 1994). Vor allem Kolonien von 
Phaeocystis weisen eine hohe Absorption im UV-Bereich auf (Marchant 
et al. 1991). Die bisherigen Arbeiten beschrÃ¤nkte sich jedoch hauptsÃ¤ch 
lich auf das Vorkommen und die Identifizierung der MAAs in diesen Or- 
ganismen. So sind bisher keine Befunde publiziert, die eine direkte 
Schutzwirkung der MAAs gegen UV-SchÃ¤digunge in Phytoplankton, also 
einen kausalen Zusammenhang zwischen MAA-Gehalt und einer Scha- 
densreduktion belegen. AuÃŸe der Schutzwirkung durch Absorption schÃ¤d 
licher UV-Strahlung wurde fÃ¼ MAAs auch eine mÃ¶glich Schutzfunktion 
gegen Radikale diskutiert (z.B. Lesser 1996). Jedoch konnte nur fÃ¼ My- 
kosporin-Glycin eine geringe antioxidative Wirkung nachgewiesen werden 
(Dunlap & Yamamoto 1995). 
Garcia-Piche1 (1994) stellte die These auf, daÂ fur MAAs eine intrazel- 
lulÃ¤r Konzentrationsgrenze existiert und aufgrund ihres geringen Ab- 
sorptionsweges Organismen mit einem Radius von <10 Fm nur teilweise 
und Organismen <5 pm kaum in der Lage seien, sich mit Hilfe der MAAs 
vor SchÃ¤digunge durch UV-Strahlung zu schÃ¼tzen Inwieweit dies auf 
Diatomeen und Phaeocystis zutrifft, ist bisher nicht untersucht worden. 
Da Phytoplankton einem sich stÃ¤ndi Ã¤ndernde Strahlungsklima ausge- 
setzt ist, stellt sich auÃŸerde die Frage, inwieweit sie sich durch eine Er- 
hÃ¶hun ihres MAA-Gehaltes an eine hÃ¶her UV-Strahlung anpassen kÃ¶n 
nen. Hinweise auf eine Induzierbarkeit der MAAs bei marinen Organismen 
geben Untersuchungen an Dinoflagellaten (Carseto et al. 1990, Banaszak et 
al. 1995), Cyanobakterien (Garcia-Piche1 & Castenholz 1993), Rotalgen 
(Karsten et al. 1998) sowie natÃ¼rliche Phytoplankton (Vernet et al. 1994), 
bei denen die hÃ¶chst MAA-Konzentration bei denjenigen Organismen 
gemessen wurde, die einer hÃ¶chste Strahlung ausgesetzt waren. Bei 
hÃ¶here Pflanzen war die Regulation der im UV absorbierenden Fla- 
vonoide und Phenylpropane Thema zahlreicher Untersuchungen (z.B. 
Caldwell et al. 1983, Beggs & Wellmann 1994). Ihre Lichtinduzierbarkeit 
unter Beteiligung des Photorezeptors Phytochrom legt nahe, daÂ ihre Bil- 
dung Teil eines Akklimationsprozesses an sich Ã¤ndernd UV-Strahlungs- 
bedingungen ist. 
1.3.4 Wirkungsspektren 
Bei der Untersuchung von wellenlÃ¤ngenabhÃ¤ngig Prozessen werden im 
allgemeinen Wirkungs- oder Aktionsspektren erstellt, bei denen die pho- 
tobiologischen Wirkung in AbhÃ¤ngigkei von der WellenlÃ¤ng der Strah- 
lung aufgetragen wird. Solche Spektren dienen in der Physiologie hÃ¤ufi 
zur Identifizierung der an den lichtabhÃ¤ngige Reaktionen beteiligten 
Chromophore oder Photorezeptoren (Mohr & Schopfer 1978). Wirkungs- 
spektren fur UVB-SchÃ¤digunge z.B. fur DNA (Setlow 1974, Quaite et al. 
1992), Photosynthese und Photoinhibition (Jones & Kok 1966, Halldal 
1964) sowie das allgemeine Pflanzenwirkungsspektrum (Caldwell 197 1) 
werden auch fur die Bestimmung der sogenannten "biologischen Wirkung'' 
von kÃ¼nstliche UVB-Strahlungsquellen oder der ozonreduktionsbedingten 
ErhÃ¶hun der UVB-Strahlung verwendet (Cullen & Neale 1997, Horneck 
1997). WÃ¤hren zur Ermittlung von Photorezeptoren nur durch 
monochromatische Strahlung erzeugte Wirkungsspektren benutzt werden, 
werden in den letzten Jahren auch polychromatische Spektren zur 
Ermittlung der Ã¶kophysiologische Effekte erstellt (Cullen et al. 1992, 
Cullen & Neale 1997). Diese berÃ¼cksichtige einen WellenlÃ¤ngenbereich 
der gleichzeitig SchÃ¤digun sowie Schutz- und Reparaturmechanismen in- 
duziert. Um sie von den monochromatischen Wirkungsspektren zu unter- 
scheiden, werden sie hÃ¤ufi als biologische Wichtungsfunktionen ("biolo- 
gical weighting functions") bezeichnet (Cullen & Neale 1997). Wirkungs- 
spektren allein fÃ¼ lichtinduzierte Schutz- oder Reparaturmechanismen wie 
Photoreaktivierung oder MAA-Bildung wurden bisher bei Phytoplankton 
nicht erstellt. Die Wirkungsspektren fur die Synthese der UV-absorbieren- 
den Flavonoide und Anthocyane bei hÃ¶here Pflanzen (Hashimoto et al. 
199 1,  Beggs & Wellmann 1994) sind die bisher einzig bekannten. 
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Wie ausfuhrlich in der Einleitung dargestellt wurde, besteht weitgehend 
Unklarheit bezÃ¼glic der Wirkungen einer erhÃ¶hte WB-Strahlung auf 
Phytoplankton. Diese Wirkungen hÃ¤nge in komplexer Weise nicht nur von 
der primÃ¤re SchÃ¤digung sondern auch von der Wirksamkeit, KapazitÃ¤ 
der Schutz- und Reparaturmechanismen sowie der Anpassungsfahigkeit 
der Organismen ab. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die lichtabhÃ¤ngig 
DNA-Reparatur (Photoreaktivierung) und die Bildung und Schutzwirkung 
von Mykosporin-Ã¤hnliche AminosÃ¤ure (MAAs) bei wichtigen antarkti- 
schen Diatomeenarien sowie der Prymnesiophyte Phaeocystis antarctica 
zu untersuchen. Im Vordergrund standen Untersuchungen Ã¼be die AbhÃ¤n 
gigkeit von SchÃ¤digung Schutz und Reparatur von der spektralen Zu- 
sammensetzung, StÃ¤rk und Dauer der auf die Organismen auftreffenden 
Strahlung. Die Experimente wurden unter konstanten und reproduzierbaren 
Bedingungen im Labor durchgefihri. Ein Teil der Untersuchungen erfolgte 
auÃŸerde unter annÃ¤hern natÃ¼rliche Bestrahlung mit normalem und er- 
hÃ¶hte UVB-Anteil. Dazu wurde ein im Alfred-Wegener gebautes Be- 
strahlungsgerÃ¤t der sogenannte Sonnenscheinsimulator eingesetzt. 
Im Einzelnen wurden folgende ZusammenhÃ¤ng untersucht: 
- AbhÃ¤ngigkei der DNA-SchÃ¤digun (Dimerbildung) sowie der Ãœberle 
bensrate von StÃ¤rke Dauer und Dosis der schÃ¤digende UVB-Strahlung. 
- AbhÃ¤ngigkei der Dimerreparatur sowie Erholung der Zellen von StÃ¤rke 
Dauer und Dosis der photoreaktivierend wirksamen WA/Blau-Strah- 
lung. 
- AbhÃ¤ngigkei der Dimerreparatur und Erholung der Zellen von der Dauer 
und WellenlÃ¤ng der Vorbestrahlung. 
- Vorkommen und Identifizierung MAAs bei verschiedenen Diatomeen 
sowie Phaeocystis antarctica. 
- AbhÃ¤ngigkei der MAA-Bildung von der WellenlÃ¤nge Dauer und Dosis 
der Strahlung. 
- Schutzwirkung der MAAs gegen SchÃ¤digunge durch UVB- und UVA- 
Strahlung. 
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Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Kapitel 4 zusammengestellt. 
Sie werden in Kapitel 5 Ã¼bergreifen diskutiert. In Kapitel 3 werden die fÃ¼ 
die Untersuchungen notwendigen Methoden, BestrahlungsansÃ¤tz sowie 
Auswertungen erklÃ¤rt 
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Tab. 3.1: Zusammenstellung der verwendeten Algenkulturen 
1 Algenkulturen 
a) Bacillariophyceae 
Porosira pseudodenticulata (Hustedt) Jousk 
Thalassiosira tumida (Janisch) Hasle 
Thalassiosira antarctica Comber 
Chaetoceros sp. 
Proboscia inermis (Castracane) Jordan & LIigowski 
Porosira glacialis (Grun.) Jmg. 
Cosinodiscus centralis Ehr. 
Stellarima microtrias (Ehr.) Hasle & Sims 
Fragilariopsis linearis (Castracane) Frenguelli 
Fragilariopsis cylindrus (Grun.) Krieger 
b) Prymnesiophyceae 
Phaeocystis cf. antarctica 
3.2 Expositionen mit verschiedenen Bestrahlungsquellen 
3.2.1 Lampentypen und Lichtfelder 
Die Bestrahlungen unter den verschiedenen Lichtfeldern wurden in umge- 
bauten Gefriertruhen (Liebherr GT 1202) bei (1,0*0,2)OC und Dauerlicht 
durchgefuhrt. Die Temperaturregelung erfolgte Ã¼be externe Temperatur- 
regler (Telemeter Electronic). Die Bestrahlung in den fur die jeweiligen 
Bestrahlungsexperimenten unterschiedlichen BehÃ¤lter (s. 3.2.2) fand im- 
mer von oben statt. Die in den Deckel eingebrachten LeuchtstoffrÃ¶hre 
konnten je nach Bedarf ausgetauscht werden. Strahlung im UVC-Bereich 
(<280 nm), die zu einem geringen Teil von den UVB-RÃ¶hre emittiert 
wird, wurde durch eine Plexiglasscheibe (GS 2458, RÃ¶h GmbH, Darm- 
stadt), die gleichzeitig als Abdeckung der Lampen in der Gefriertruhe 
diente, abgeschirmt. Um eine mÃ¶glichs gleichmÃ¤ÃŸi Ausleuchtung zu 
gewÃ¤hrleisten wurden alle InnenwÃ¤nd sowie der Boden der Truhen mit 
Aluminiumfolie ausgekleidet. 
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Die Lichtmessung der photosynthetisch wirksamen Strahlung (PAR) 
zwischen 400 und 700 nm erfolgte mit einem Photometer (LICORLi-189), 
das mit einem 4 ir-Sensor ausgestattet ist (LICOR-LI 193SB). FÃ¼ die 
Messung der spektralen Energieverteilung der verschiedenen Lichtfelder 
im Bereich von 280-500 nm wurde ein im Alfred-Wegener-Institut 
entwickelter und gebauter Spektro-Radiometer mit Doppelmonochromator 
mit einer AuflÃ¶sun von 1,3 nm verwendet (TÃ¼ & Baumann 1994). Alle 
Lichtmessungen erfolgten im Bestrahlungsabstand. 
Die BestrahlungsstÃ¤rk im WellenlÃ¤ngenbereic der photosynthetisch 
wirksamen Strahlung (PAR) wird im folgenden, wie allgemein Ã¼blich als 
PhotonenfluÃ (pmol Photonen m"2 s") angegeben, da fur die Photosynthese 
die Anzahl der absorbierten Photonen wesentlich ist. Bei der UVB- und der 
UVA-Strahlung wird dagegen meistens der EnergiefluÃ (J m'2 s"' = W m'2) 
verwendet. 
Im folgenden werden die insgesamt 7 verschiedenen Strahlungsfelder 
beschrieben. Ein Ãœberblic Ã¼be ihre spektralen Charakteristiken wird in 
Abb. 3.1 und Tab. 3.2 gegeben. 
A: UV/PAR 
Das zur Untersuchung der WellenlÃ¤ngenabhÃ¤ngigke von Mykosporin- 
Ã¤hnliche AminosÃ¤ure (MAAs) und der Photoreaktivierung verwendete 
UVIPAR-Feld sollte ungefahr den natÃ¼rliche Strahlungsbedingungen ent- 
sprechen. Die Bestrahlung erfolgte durch zwei WeiÃŸlicht-Fluoreszenz 
rÃ¶hre (Osram L 40 Wl25), zwei UVA-RÃ¶hre (Philips TL 60 Wl09N) und 
eine UVB-RÃ¶hr (Philips TL 40 Wl12). Der spektrale Bereich der 
Strahlung wurde mit Hilfe von 3 mm-Kantenabsorptionsfiltern 
(2* WG 305, WG 320, WG 335, WG 360, GG 420; Schott, Mainz) oder 
Gelbfolie (Nr. 40 1, Strand Lighting, WolfenbÃ¼ttel-Salzdahlum variiert. 
Die Bestrahlung unter Gelbfolie wird im folgenden als >460 nm bezeich- 
net. 
B: UVB/UVA 
Das zur SchÃ¤digun der Photosynthese verwendete UVBIUVA-Feld hatte 
einen hÃ¶here W B -  und UVA-Strahlungsanteil als das UVIPAR -Feld und 
nur einen geringen PAR-Anteil. Die Bestrahlung erfolgte durch zwei UVA- 
RÃ¶hre (Philips TL 60 Wl09N) und zwei UVB-RÃ¶hre (Philips TL 
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40 Wl12). Es wurden folgende Kantenabsorptionsfilter eingesetzt: 
WG 305,2 * WG 305, WG 320, WG 335, WG 360, GG 420. 
C: UVB 
FÃ¼ das zur DNA-SchÃ¤digun (Dimerbildung) sowie zur ZellschÃ¤digun 
eingesetzte UVB-Feld wurden zwei UVB-RÃ¶hre (Philips TL 40Wl12) in 
die Gefriertruhen eingesetzt. Die jeweiligen BestrahlungsbehÃ¤lte wurden 
mit einer Quarzscheibe (BQ4, Sico, Jena) abgedeckt. Ãœbe diese wurden 
zum Einstellen verschiedener EnergieflÃ¼ss ein bis drei Messingdrahtnetze 
(PorengrÃ¶Ã 0,32*0,20 mm, Draht Steinle, Freiburg) gelegt. Diese Netze 
reduzierten die IntensitÃ¤ der Strahlung Ã¼be den gesamten WellenlÃ¤ngen 
bereich um jeweils 60%. Die fÃ¼ die UVB-Strahlung gemessenen 
BestahlungsstÃ¤rke konnten dadurch auf 5,O W m'2 (kein Netz), 1,7 W m'2 
(ein Netz) oder 0,6 W m"2 (drei Netze) eingestellt werden. 
D: UVA 
Zur photoreaktivierenden Bestrahlung wurde ein UVA-Feld verwendet, das 
durch eine WeiÃŸlicht-FluoreszenzrÃ¶h und zwei UVA-RÃ¶hre (Phi- 
1ipsTL 60 Wl09N) erzeugt wurde. Um Strahlung im UVB-Bereich 
auszuschlieÃŸen die auch zu einem geringen Anteil von den UVA-RÃ¶hre 
emittiert wird, wurde Ã¼be alle BestrahlungsbehÃ¤lte jeweils ein Kantenab- 
sorptionsfilter (WG 335) gelegt. Damit lag der Hauptemissionsbereich der 
Strahlung zwischen 320 und 420 nm (Abb. 3.1D). Zum Einstellen ver- 
schiedener EnergieflÃ¼ss wurden ein bis drei Messingdrahtnetze (Poren- 
groÃŸ 0,32*0,20 mm, Draht Steinle, Freiburg) Ã¼be die VersuchsbehÃ¤lte 
gelegt. Die fÃ¼ die UVA-Strahlung gemessenen BestrahlungsstÃ¤rke 
konnten dadurch auf 2,8 W m"2 (kein Netz), 0,8 W me2 (ein Netz) oder 
0,25 W m'2 (drei Netze) eingestellt werden. 
E: PAR 
Das PAR-Lichtfeld wurde durch fÃ¼n WeiÃŸlicht-FluoreszenzrÃ¶hr erzeugt 
(Osram L 40 Wl25). Verschiedene BestahlungsstÃ¤rke im Bereich von 20 
bis 350 pmol Photonen m'2 s" wurden durch Abdeckung der ProbengefaÃŸ 
mit neutralen Acetat-AbschwÃ¤chungsfilter mit Transmission im Bereich 
von 10% und 90% eingestellt. 
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F :  Gelblicht 
FÃ¼ die Bestrahlung der Kulturen unter AusschluÃ von UVIBlau-Strahlung 
wurden die KulturgefaÃŸ in Glasaquarien, die mit Gelbfolien (Nr. 401, 
Strand Lighting, WolfenbÃ¼ttel-Salzdahlum beklebt waren, im PAR-Feld 
exponiert. 
G: Rotlicht 
Um eine ungewollte Photoreaktivierung zu verhindern, die bis zu Wellen- 
lÃ¤nge von 500 nm stattfinden kann (Saito & Werbin 1969), wurden die 
KulturgefaÃŸ in Glasaquarien, die mit Rotfolien (Nr. 482, Strand Lighting, 
WolfenbÃ¼ttel-Salzdahlum beklebt waren, im PAR-Lichtfeld bestrahlt. 
Sowohl im Rotlicht als auch im Gelblicht zeigten die Algenkulturen 
normales Wachstum mit Ã¤hnliche Wachstumraten wie im PAR-Lichtfeld. 
10-4 B: UVBNVA I 
Wellenlgnge (um) 
Abb. 3.1: Spektrale Energieverteilung der Bestrahlungsfelder, gemessen im Bestrahlungsabstand: UVPAR (A), UVBIUVA (B), UVB 
(C), UVA (D), PAR (E), Gelblicht (F), Rotlicht (G). Die BestrahlungsstÃ¤rke bei A und B wurden unter folgenden Kantenabsorptions- 
filtern gemessen: 1=WG 305,2=2*WG 305,3=WG 320,4=WG 335, 5=WG 360, 6=GG 420, 7=Gelbfolie (>460 nm). Die Energiever- 
teilung fiur das Gelblicht und Rotlicht wurde aus den Transmissionen der dafÃ¼ verwendeten Folien berechnet. 
Tab. 3.2: Energieverteilung von UVB-, UVA- und photosynthetisch wirksamer Strahlung (PAR) sowie Verwendung der Bestrahlungsfelder 
(280-320 nm) (320-400 nm) (400-700 nm) * 10-* 
B: UVBtUVA WG 305 
2*WG 305 
WG 320 
WG 335 
WG 360 
GG 420 
C: UVB Quarz 
D: UVA WG 335 
E: PAR 
F: Gelblicht Gelbfolie 
Nr. 40 1 
G: Rotlicht Rotfolie 
Nr. 482 
6,5 WellenlÃ¤ngenabhÃ¤ngigke d r 
3,1 MAA-Bildung 
>O, 1 WellenlÃ¤ngenabhÃ¤ngigke d r 
0 Photoreaktiviemng 
0 
0 
15,6 WellenlÃ¤ngenabhÃ¤ngigke d r 
1 0,7 Photoinhibition 
5,O 
>o, 1 
0 
0 
58,l UVB-SchÃ¤digung 
0 Photoreaktivierung 
0 HÃ¤lterun von Stammkulturen 
MAA-Bildung 
0 WellenlÃ¤ngenabhÃ¤ngigke d r 
MAA-Bildung und der Photore- 
aktiviemng 
0 AusschluÃ der Photoreaktivierun) 
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3.2.2 Bestrahlungsexperimente Teil I 
UVB-SchÃ¤digun und Photoreaktivierung 
Um UVB-SchÃ¤digun und Photoreaktivierung unabhÃ¤ngi voneinander 
untersuchen zu kÃ¶nnen wurden die Kulturen nacheinander Strahlung aus 
den entsprechenden WellenlÃ¤ngenbereiche ausgesetzt. Die Bestrahlung 
zur UVB-SchÃ¤digun fand im UVB-Feld statt. Als BestrahlungsbehÃ¤lte 
wurden PlexiglasbehÃ¤lte (GS 23 1,  RÃ¶h GmbH, Darmstadt) mit einer 
offenen BestrahlungsflÃ¤ch von 225 cm2 verwendet, die mit einer UV- 
durchlÃ¤ssige Quarzscheibe (s. 3.2.1) abgedeckt waren. Da die Plexiglas- 
behÃ¤lte UVB-undurchlÃ¤ssi sind, erfolgte die Bestrahlung nur von oben. 
Zur Photoreaktivierung unter UVA wurden direkt nach der UVB-Be- 
strahlung die dafÃ¼ notwendigen Lampen in der Bestrahlungstruhe ausge- 
wechselt. Um eine mÃ¶glich Photoreparatur auszuschlieÃŸen wurden die 
BehÃ¤lte wÃ¤hrenddesse mit einem schwarzen Tuch abgedeckt und das 
AuÃŸenlich ausgeschaltet. Sowohl nach der UVB-Bestrahlung als auch 
nach der photoreaktivierenden Bestrahlung wurden Proben zur Dimerbe- 
stimmung genommen (Abb. 3.2). Zum weiteren Wachstum der Kulturen 
wurde sowohl direkt nach der UVB-Bestrahlung als auch nach der pho- 
toreaktivierenden Bestrahlung jeweils 100-200 rnl der Kulturen in Erlen- 
meyerkolben gegeben und in photosynthetisch wirksamen Rotlicht ge- 
hÃ¤ltert Je nach Versuchsansatz wurden entweder in Intervallen von 1- 
2 Tagen oder am Versuchsende Proben zur Bestimmung der Chlorophyll a 
(Chl a)-Konzentration und der Zellzahl genommen. 
Bildung und Abbau von Mykosporin-Ã¤hnliche AminosÃ¤ure 
Zur Untersuchung des Abbaus von Mykosporin-Ã¤hnliche AminosÃ¤ure 
(MAAs) wurden Algenkulturen, die zuvor unter PAR gehÃ¤lter worden 
waren, in Gelblicht oder in Dunkelheit gebracht. Abb. 3.3 zeigt schema- 
tisch die Durchfuhrung dieser Versuche. 
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Zellkonzentration: 
50-200 Zelledml 
A 
Quarz Quarz Quarz 
B 
Quarz 
U- 
UVB-SchÃ¤digun 
Bestrahlung im 
UVB-Feld 
fÃ¼ 5-30 min 
WG 335 WG 335 
=B
Photoreaktivierung 
Wachstum 
im Rotlicht I 
im UVA-Feld 
Wachstum Bestimmung 
im Rotlicht 
t 
Probenahme entweder in Zeitintervallen von 
1-2 Tagen oder am Versuchsende 
Abb. 3.2: UVB-SchÃ¤digun unter nicht photoreaktivierenden (A) und photoreaktivie- 
renden Bestrahlungsbedingungen (B). Schematische Darstellung des Versuchsablaufs 
und der Probenahme. 
34 MATERIAL & METHODEN 
4 Ausgangskultur: 
im PAR-Feld bei 
100 um01 Photonen m-2 s-1 
Gelblicht 
^ 
Dunkelheit 
Bestrahlung unter Gelbfolie 
bei 100 um01 Photonen m-2 s-1 
Probenahme nach 
0 , 6 , 9 ,  15 und 21 Tagen 
Gesamte Versuchsdauer: 21 Tage 
Die Erlenmeyerkolben wurden 
mit Aluminiumfolie und 
schwarzen TÃ¼cher umwickelt 
Probenahme nach 
0, 10 ,32,46 und 62 Tagen 
Gesamte Versuchsdauer: 62 Tage 
Abb 3.3: Abbau von Mykosporin-Ã¤hnliche AminosÃ¤ure (MAAs) in Gelblicht und in 
Dunkelheit. Schematische Darstellung des Versuchsablaufs und der Probenahme. 
Untersuchung von WellenlÃ¤ngenabhÃ¤ngigkeit 
Zur Untersuchung der WellenlÃ¤ngenabhÃ¤ngigke a) der Induktion der 
Photoreaktivierung, b) der MAA-Bildung und C) der Inhibition der Photo- 
synthese wurden Algenkulturen im UVIPAR-Feld (a  & b) bzw. 
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UVBIUVA-Feld (C) unter verschiedenen Kantenabsorptionsfiltern expo- 
niert (s. Abb. 3.1 & Tab. 3.2). Die Bestrahlungen fanden entweder direkt in 
den oben beschriebenen PlexiglasbehÃ¤lter statt (a & b) oder in 100 ml 
Quarzerlenmeyerkolben, die in diese BehÃ¤lte gelegt wurden (C). Die Seiten 
der BehÃ¤lte wurden mit Gelbfolie abgedeckt und Ã¼be die BehÃ¤lte die 
entsprechenden Kantenabsorptionsfilter gelegt. Da bei dem Kontrollansatz 
(>460 nm) die verwendete Gelbfolie auch einen Teil des PAR-Wellen- 
lÃ¤ngenbereiche abschneidet, wurde bei diesem Ansatz der Abstand zur 
Lampe um Ca. 10 cm verringert, so daÂ alle Kulturen mit gleichem PAR- 
PhotonenfluÃ bestrahlt wurden. In Abb. 3.4 ist der Versuchsablauf exem- 
plarisch fÃ¼ die MAA-Bildung dargestellt. 
Ausgangskultur: 
Gelblicht 
Zellkonzentration: 
50-200 Zellenlml 
BestrahlungsansÃ¤tze 
Bestrahlung im UVIPAR fÃ¼ 5-10 Tage 1 
Probenahme in Zeitintervallen von 12,24 oder 48 h 
Alle 48 h VerdÃ¼nnun auf die Ausgangszellkonzentration 
Abb 3.4: Bildung von Mykosporin-Ã¤hnliche AminosÃ¤ure (MAAs) in AbhÃ¤ngigkei 
vom WellenlÃ¤ngenbereic der Strahlung. Schematische Darstellung des Versuchs- 
ablaufs und der Probenahme. 
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3.2.3 Der Sonnenscheinsimulator 
Um annÃ¤hern natÃ¼rlich Strahlungsbedingungen sowie einen erhÃ¶hte 
UVB-Anteil zu simulieren, wurde ein sogenannter "Sonnenscheinsimula- 
tor" eingesetzt, der von der Arbeitsgruppe Meeresphysik am Alfred- 
Wegener-Institut entwickelt wurde. Weitere Beschreibungen dieses Be- 
strahl~~ngsgerÃ¤te sowie Experimente mit selbigem sind in Abele-Oeschger 
et al. (1997) und Bracher & Wiencke (1999) zu finden. 
Der Sonnenscheinsimulator besteht im wesentlichen aus einer speziellen 
Lampe, drei variablen FlÃ¼ssigkeitsfilter und einer kÃ¼hlbare Be- 
strahlungsvorrichtung. Als Lichtquelle fÃ¼ die Bestrahlung dient eine Me- 
tallogenlampe (Philips MSR, 400 W), die ein der Sonne Ã¤hnliche Spek- 
trum aufweist. Das Licht dieser Lampe fallt zuerst durch neutrale Ab- 
schwÃ¤chungsfilte (Metallnetze), und dann durch drei hinter- 
einandergeschaltete FlÃ¼ssigkeitsfilte und eine Diffusorscheibe. Die drei 
FlÃ¼ssigkeitsfilte sind in ihrer Schichtdicke variabel und enthalten wÃ¤ÃŸri 
LÃ¶sunge aus Kupfersulfat (CuS04; 9,8 g l"'), Kaliumnitrat (KN03; 3,8 g I") 
bzw. Kaliumchromat (K2Cr04; 0,O 12 g 1"') mit unterschiedlichen Ab- 
sorptionsmaxima im Bereich des UVAIUVB-Spektrums (Abb. 3.5). Im 
Strahlengang befindet sich ein doppelwandiges ProbengefaÃŸ das Ã¼be 
einen Thermostat gekÃ¼hl wird. 
- Filter 1: KN03 1 - - - - - Filter 2: KKCr04 1 
- Filter 3: CuS04 
WellenlÃ¤ng (nm) 
Abb. 3.5: Absorptionsspektren der in den Filtern befindlichen SalzlÃ¶sunge 
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Der ultraviolette Bereich der auf die Proben einfallenden Strahlung kann 
entweder durch VerÃ¤nderun der Filterschichtdicke oder durch Konzentra- 
tionsÃ¤nderunge der FlÃ¼ssigkeite variiert werden. Verschiedene neutrale 
AbschwÃ¤chungsfilte (Drahtnetze) unterschiedlicher Transmission 
(zwischen 0,54 und 0,60) reduzieren den PhotonenfluÃ der Ge- 
samtstrahlung. Ausgehend von der Sonneneinstrahlung und den Vorgaben 
(gewÃ¼nscht atmosphÃ¤risch Bedingungen, Wassertiefe und Ozonkonzen- 
tration) kann ein sogenanntes Soll-Spektrum errechnet werden. Das ent- 
spricht dem Spektrum des Sonnenlichts, dem die Algen unter natÃ¼rliche 
Bedingungen ausgesetzt sind. Mit diesem Sollspektruin und mit dem ge- 
messenen Lampenspektrum werden dann Ã¼be eine Anpassungsfunktion 
die Einstellungen der FlÃ¼ssigkeitsfilte (HÃ¶h der Filter und Konzentration 
der FlÃ¼ssigkeiten sowie die erforderliche neutrale AbschwÃ¤chun ermittelt 
(Abb. 3.6). 
(Breitengrad, 
Sonnenspektrum 
Ozonabsorption 1 
Lampenspektrum 
1 Ozonkonzentration 1 
\.______^ 
Aerosolstreuung \ Wolkenbedeckung ) 
Wasserabsorption 
(Wassertiefe) 
'Ã‘Ã‘fÃ 
neutrale 
T Filter 2 
resultierendes Bestrahlungs- 
Sollspektrum Spektrum 
Abb. 3.6: Modell zur Anpassung des Soll-Spektrums 
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3.2.4 Bestrahlungsexperimente Teil I1 
FÃ¼ die Bestrahlungsversuche unter annÃ¤hern natÃ¼rliche Strahlungsbe- 
dingungen wurde ein Spektrum verwendet, das den Bestrahlungsbe- 
dingungen in der Antarktis (55's) bei SonnenhÃ¶chststan (21. Dezember) 
und normaler UVB-Strahlung (360 Dobson Units; DU) bzw. einer erhÃ¶hte 
UVB-Strahlung (140 DU) in einer Wassertiefe von 10 m entspricht. FÃ¼ die 
Versuche zur DNA-SchÃ¤digun wurde aufgrund der unter natÃ¼rliche 
Bedingungen nur geringen Dimerbildung ein Spektrum mit hohem Photo- 
nenfluÃ ausgewÃ¤hlt das den natÃ¼rliche StrahlungsverhÃ¤ltnisse an der 
WasseroberflÃ¤ch entspricht. Die spektrale Energieverteilung im Sonnen- 
scheinsimulator wurde kurz vor der Bestrahlung mit Hilfe eines Spektro- 
radiometers (UV-320D, Instrument Systems, MÃ¼nchen im WellenlÃ¤ngen 
bereich von 270-700 nm gemessen (Abb. 3.7). Aufgrund der auch im roten 
Strahlungsbereich absorbierenden LÃ¶sun des Filters 3, kam es bei nor- 
maler UVB-Bestrahlung (360 DU) zu einer verÃ¤nderte Einstrahlung im 
WellenlÃ¤ngenbereic >580 nm (Abb. 3.7). Die Probentemperatur betrug 
bei allen Versuchen (4Okl)OC. 
Akkumulation von MAAs 
Zur Untersuchung der Akkumulation von MAAs unter normaler und 
erhÃ¶hte UVB-Einstrahlung wurden Kulturen verwendet, die zuvor bei 
einem PAR-PhotonenfluÃŸrat von 100 pmol Photonen m '  s '  gehÃ¤lter wur- 
den. Sie wurden zunÃ¤chs fur 5 Tage im Sonnenscheinsimulator an Son- 
nenstrahlung mit normaler UVB-Strahlung (360 DU) gleichen Photonen- 
flusses akklimatisiert und anschlieÃŸen fur 3 Tage der erhÃ¶hte UVB- 
Strahlung ausgesetzt (140 DU) (Bestrahlungsspektren und EnergieflÃ¼ss s. 
Abb. 3.7A und Tab. 3.3). Die Bestrahlung fand in 50 ml Quarzbecher- 
glÃ¤ser statt, auf die eine Quarzscheibe gelegt wurde. Nach insgesamt 5 
und 8 Tagen wurden Proben zur Bestimmung des MAA-Gehaltes genom- 
men. 
Wachstum 
Zur Bestimmung der Wirkung einer erhÃ¶hte UVB-Strahlung auf das 
Wachstum wurden Kulturen von P. pseudodenticulata und T. antarctica fÃ¼ 
insgesamt je 5 Tage bei 360 DU oder 140 DU exponiert (Abb. 3.7A & 
Tab. 3.3). Die Kulturen waren zuvor ohne UVB-Strahlung im PAR-Feld 
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gehaltert worden. Die Bestrahlung fand in 50 ml QuarzbecherglÃ¤ser statt, 
auf die eine Quarzscheibe gelegt wurde. Nach jeweils einem Tag Be- 
strahlung wurden Proben zur Bestimmung der Zellzahl genommen. 
Palmer Station, 52' 
29.10.1990, 15'' UTC 
Ca. 370 DU 
WellenlÃ¤ng (nm) 
Abb. 3.7: Bestrahlungsspektren fÃ¼ die Versuche im Sonnenscheinsimulator: MAA- 
Akkumulation und Wachstum (A), Photosyntheserate (B), Dimerbildung (C) sowie ein 
Sonnenlichtspektrum an der WasseroberflÃ¤ch (D) (Daten von NSF, Biospherical In- 
struments Inc., San Diego, USA). 
40 MATERIAL & METHODEN 
Photosyntheserate 
Zur Bestimmung der Photosyntheserate unter normaler und erhÃ¶hte UVB- 
Bestrahlung wurden Kulturen von T. antarctica fur jeweils eine Stunde bei 
360 DU oder 140 DU bestrahlt (Abb. 3.7B & Tab. 3.3). Die Kulturen 
waren zuvor ohne UVB-Strahlung im PAR-Feld bei 50 oder 
180 pmol Photonen m'2 s" gehÃ¤lter worden. Die Bestrahlung fand in 10 ml 
Quarzflaschen statt, deren Seiten und VerschluÃŸstopfe mit schwarzem 
Klebeband beklebt waren und die mit der nicht abgedeckten Unterseite 
nach oben mittels einer Halterung im Wasserbad fixiert wurden. Hierdurch 
kann Strahlung nur von oben in die GefaÃŸ eindringen, was den Vorteil hat, 
daÂ durch die verschiedenen Filter, die auf die BestrahlungsoberflÃ¤ch 
gelegt wurden, die Bestrahlung definiert verÃ¤nder werden konnte. Mit den 
verwendeten Metallfiltern unterschiedlicher Transmission, konnten insge- 
samt 15 unterschiedliche BestrahlungsstÃ¤rke im Bereich zwischen 10 und 
1500 pmol Photonen m'2 s"' eingestellt werden. Diese wurden kurz vor dem 
eigentlichen Experiment in einer aufgeschnittenen Probenflasche und mit 
den entsprechenden Filtern an der gleichen Position wie im Experiment mit 
einem LichtmeÃŸgerÃ (Biospherical Instruments) gemessen. Da in die Pro- 
benflaschen nur ein kleiner Sensor paÃŸte wurde ein 4 n-Sensor (QSL 100) 
verwendet. Nach einer Stunde Bestrahlung wurde der Inhalt der Flaschen 
zur Bestimmung der Photosyntheserate weiter verarbeitet. FÃ¼ die Bestim- 
mung des Chla-Gehaltes wurden die Proben vor der Bestrahlung genom- 
men. 
Dimerbildung 
Zur Bestimmung der Cyclobutyl-Pyrimidindimere (CPD) unter normaler 
und erhÃ¶hte UVB-Strahlung wurden Kulturen von P. pseudodenticulata 
fÃ¼ ein und vier Stunden sowohl bei 360 DU als auch bei 140 DU bestrahlt 
(Abb. 3.7C & Tab. 3.3). Die Kulturen waren zuvor unter AusschluÃ von 
UVB-Strahlung im PAR-Feld bei 50 pmol Photonen m'2 s " ' oder 180 
pmol Photonen m'2 s " gewachsen. Die Bestrahlung im Sonnenschein- 
Simulator fand in 150 ml QuarzbecherglÃ¤ser statt, auf die eine Quarzschei- 
be gelegt wurde. Sofort nach Bestrahlungsende wurden Proben zur Be- 
stimmung des Dimergehaltes genommen. 
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Tab. 3.3: Energieverteilung fÃ¼ die verschiedenen Versuche im Sonnenscheinsimulator 
MAAs und Zellzahl (A), Photosyntheserate (B), Dimerbildung (C) sowie eines natÃ¼rli 
chen Strahlungsspektrums an der ErdoberflÃ¤ch (D) (s. Abb. 3.7) 
QUVB QUVA QPAR Q ~ \ , ~ / Q f ; e s a m t  PAR 
(W m-') (W m-') (W m-I) *10-' (pmol rn-2 s-'" 
3.3 MeÃŸ und Auswertungsmethoden 
3.3.1 Zellzahl, ZellgrÃ¶Ã und morphologische ZellverÃ¤nderunge 
Zur Bestimmung der Zellzahl und der ZellgrÃ¶Ã der Diatomeen sowie fur 
die Bestimmung der morphologischen ZellverÃ¤nderunge wurde jeweils 
20 ml Algenkultur aus den verschiedenen VersuchsansÃ¤tze in Plastik- 
ScintillationsgefaÃŸ gegeben und mit Formalin fixiert (gepuffert mit Na- 
trium-Hexamin, Endkonzentration 1%). Um ZerstÃ¶runge der Kolonien 
sowie die durch die Fixierung eventuell auftretenden morphologischen 
VerÃ¤nderunge zu vermeiden, wurden sowohl die KoloniegrÃ¶Ã als auch 
die Anzahl der Kolonien bei Phaeocystis antarctica direkt nach der Pro- 
benahme in nicht fixierten Proben bestimmt. 
Die Konzentration und die GrÃ¶Ã der Zellen/Kolonien wurden im In- 
versmikroskop (Zeiss IM 35) nach der Methode von UtermÃ¶h (1958) be- 
stimmt. Zur Berechnung des Zellvolumens der Diatomeen wurden 
30 Zellen je Kultur im Mikroskop vermessen. Bei der Berechnung des 
Zellvolumens der Diatomeen wurde eine Zylindergeometrie, bei der 
Berechnung des Kolonievolumens und des Volumens der Einzelzellen bei 
Phaeocystis antarctica die Geometrie einer Kugel zugrunde gelegt. 
Die Zellzahl (N) einer Phaeocystis-Kolonie wurde entsprechend der 
Gleichung von Rousseau et al. (1994) aus dem Volumen V (in mm3) der 
jeweiligen Kolonien berechnet: 
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Gleichung 3.1 beschreibt eine Regressionsgerade, die aus den Daten ver- 
schiedener Phaeocystis-Arten ermittelt wurde. FÃ¼ den KoloniegrÃ¶ÃŸe 
bereich der fÃ¼ die Versuche verwendeten Phaeocystis-Kulturen (10- 
1500 pm) ergab sich in der Zellzahlbestimmung ein Fehler zwischen 30 
und 50%. MÃ¶glic gewesen wÃ¤r auch eine direkte ZÃ¤hlung bei der zuerst 
die Koloniematrix aufgelÃ¶s wird und dann die Zellen gezÃ¤hl werden. Da 
auch diese Bestimmung einen hohen Fehler besitzt und noch dazu wesent- 
lich zeitaufwendiger ist, wurde die indirekte ZÃ¤hlun hier vorgezogen. 
3.3.2 Bestimmung von Wachstumsrate und Ãœberlebensrat 
Die Wachstumsrate p einer unbestrahlten Kultur lÃ¤Ã sich wie folgt be- 
rechnen (Eppley 1972): 
1 N, P = -  In- 
At No 
N, : Zellkonzentration zum Zeitpunkt t (Zellen ml") 
No : Zellkonzentration zum Zeitpunkt (Zellen ml") 
At : t-tn 
Die Ãœberlebensrat der Zellen nach schÃ¤digende UVB-Bestrahlung 
wurde aus dem Anteil der Ã¼berlebende Zellen zum Zeitpunkt t (Nt) ,  der 
Anfangskonzentration der Zellen (No) sowie der Wachstumsrate einer un- 
bestrahlten Kontrollkultur (P) berechnet (ErklÃ¤run siehe 4.2.2). Die An- 
fangszellkonzentration nach der UVB-Bestrahlung (No) setzt sich aus der 
Anzahl an lebenden, d.h. noch teilungsfahigen Zellen und dem Anteil an 
Zellen zusammen, die nach der Bestrahlung nicht mehr teilungsfahig sind: 
No = No (teilungsfahig) + No (nicht teilungsfahig) (3.3) 
oder: 
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FÃ¼ die nach der UVB-Bestrahlung wachsende Kultur gilt: 
N,"" = N, (teilungsfÃ¤hig + N, (nicht teilungsfahig) (3.5) 
oder: 
N,'" = aNo e" + bx (3.6) 
Die Ãœberlebensrat der UVB-bestrahlten Kultur kann dann aus der An- 
zahl der lebenden Zellen zum Zeitpunkt t (N; teilungsf.) und der Anfangs- 
zellkonzentration (No) berechnet werden: 
Ãœberlebensrat (%) = a 100 
- 
- N (teilungsfÃ¤hig Â¥I0 (3.7) 
No . elu 
3.3.3 Quantifizierung und Identifizierung von UV-absorbierenden 
Substanzen 
In vivo-Absorption von Algenkulturen 
Zur Ermittlung des in vivo-Absorptionverhaltens von Algenkulturen wurde 
ein mit einer Ulbricht-Kugel ausgestattetes Spektrophotometer (Varian 
Cary 3E) benutzt. Zwei ml der gekÃ¼hlte Kulturen mit einer Konzentration 
von mindestens 20 pg Chl a 1" wurden in QuarzkÃ¼vette von 1 cm LÃ¤ng 
gegeben und ein Absorptionsspektrum von 250-750 nm aufgenommen. Als 
Referenz diente eine KulturlÃ¶sung die zuvor zur Entfernung der Algen- 
zellen und grÃ¶ÃŸer Partikel durch eine Spritzenfiltrationspatrone (0,2 pm) 
filtriert wurde. 
Absorption von Algenextrakten 
Zur Extraktion UV-absorbierender Substanzen und photosynthetischer 
Pigmente wurden 50 bis 100 ml der Algenkulturen Ã¼be Glasfaserfilter 
(GFIC Whatman, 25 mm) filtriert. Die Filter wurden entweder bis zur 
weiteren Behandlung bei -20Â° eingefroren oder direkt in 80% igem Etha- 
nol (24 h, 4OC) im Dunkeln extrahiert. Danach wurde der Extrakt 
fur 10 min bei 3000 g zentrifugiert, der Ã¼berstan dekantiert und in einem 
Spektrophotometer (PU8 720 LJVIVis Spektrophotometer, Philips) ein Ab- 
sorptionsspektrum zwischen 250 und 750 nm aufgenommen. 
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Gesamtgehalt an UV-absorbierende Substanzen 
Als MaÃ fÃ¼ den Gehalt an UV-absorbierenden Substanzen wurde der aus 
den Absorptionsspektren ermittelte Absorptionskoeffizient einer Zelle 
(Auv/Zelle; gemessen in 1 ml Volumen) verwendet. Er wurde mit Hilfe des 
Lambert-Beerschen Gesetzes aus der Absorption (A  " V )  - gemessen im UV- 
Maximum in einer KÃ¼vett von 1 cm LÃ¤ng - und der im Extrakt bzw. in 
der Kultur ermittelten Zellkonzentration NE bestimmt: 
(^) Au" l Zelle = - 
NE - d  
d: Schichtdicke der KÃ¼vett (cm) 
NE: Zellkonzentration des Extraktes oder der KulturlÃ¶sun (Zellen ~ m ' ~ )  
Da ZellzÃ¤hlunge von Phaeocystis antarctica-Kolonien einen groÃŸe 
Fehler aufweisen, wurden fur sie als MaÃ fÃ¼ den Gehalt an UV-absorbier- 
enden Substanzen das VerhÃ¤ltni der Absorption im UV-Maximum zur 
Absorption des Chlorophyll a bei 664 nm verwendet (A uv/664). 
Der Gesamtgehalt an UV-absorbierenden Substanzen wurde auch als in- 
direkte Bestimmung des zellulÃ¤re MAA-Gehaltes verwendet (ErklÃ¤run s. 
Kap. 4.2). 
Berechnung von Abschirmungsfaktoren 
Aus der in vivo-Absorption der Algenkulturen wurden zur Beurteilung der 
Schutzwirkung von Mykosporin-Ã¤hnliche AminosÃ¤ure (MAAs) soge- 
nannte Abschirmungsfaktoren (S) - im englischsprachigen werden sie als 
"sunscreen-factors" bezeichnet - entsprechend den Gleichungen von Gar- 
cia-Piche1 (1994) berechnet. Bei der Berechnung der Abschirmungsfak- 
toren wird angenommen, daÂ die absorbierenden Substanzen homogen in 
der Zelle oder Kolonie verteilt sind und sich die zu schÃ¼tzend Struktur 
(2.B. DNA) im Zentrum der Zelle befindet. Die Werte von S sind wellen- 
lÃ¤ngenabhÃ¤ng (normalerweise werden sie fur das Absorptionsmaximum 
berechnet) und kÃ¶nne zwischen 1 (alle Photonen werden absorbiert) und 0 
(keine Absorption) variieren. 
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Jbk: Wirkungsfaktor fÃ¼ die Hintergrundabsorption der Zelle 
Jtot: Wirkungsfaktor der Selbstbeschattung der ganzen Zelle 
Jbkg und Jtot wurden berechnet nach: 
1 e-2^ -1 
J =I---  
tot 
asr 2 ( a ~ ) ~  (3.1 OB) 
Wobei r der Radius der Zellen oder der Phaocystis-Kolonien ist, und as 
der aus dem oben beschriebenen zellulÃ¤re Absorptionskoeffizienten der 
Kulturen (Absorption einer Zelle in einem ml Volumen) berechnete Ab- 
sorptionskoeffizient des Zellvolumens (Absorption einer Zelle pro Zell- 
volumen, V) ist. Da zur Berechnung der Abschirmungsfaktoren der Basis e 
spezifische Absorptionskoeffizient benÃ¶tig wird, muÃ mit dem entspre- 
chenden Faktor multipliziert werden. 
Jtot wurde von Kulturen bestimmt, die unter mittleren Strahlungs- 
verhaltnissen von 100 pmol Photonen m"* s"' gehÃ¤lter wurden und Jbkg 
von in Gelblicht gehalterten Kulturen, die nur einen geringen Gehalt an 
UV-absorbierenden Substanzen aufweisen. Das mittlere Zellvolumen 
wurde durch diese unterschiedliche Bestrahlung nicht signifikant verÃ¤ndert 
FÃ¼ Diatomeenzellen sowie fur Phaeocystis-Zellen und -Kolonien wurde 
zur Berechnung des Radius aus dem Zell- bzw. Kolonievolumen eine 
Kugelgeometrie zugrunde gelegt. 
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3.3.4 Chlorophyll- und Photosynthesemessungen 
Fluorometrische Bestimmung der Konzentration an Chlorophyll a 
10 bis 100 ml der Algenkulturen wurden mit Unterdruck Ã¼be Glasfaserfil- 
ter filtriert (GFIC Whatman, 25 mm), in der ZellmÃ¼hl homogenisiert und 
in Aceton (90%) fÃ¼ zwei Stunden bei 4OC im Dunkeln extrahiert. Die 
Konzentration an Chlorophyll a (Chl a )  wurde fluorometrisch im Turner- 
Fluorometer nach der Methode von Evans et al. (1987) bestimmt. Pro Ver- 
suchsansatz wurden jeweils zwei bis drei Parallelen gemessen und daraus 
der Mittelwert bestimmt. 
Bestimmung der Photosyntheserate 
Die Bestimmung der Photosyntheserate erfolgte Ã¼be die Messung der ^C- 
Assimilation nach einstÃ¼ndige Bestrahlung im Sonnenscheinsimulator. 
Dazu wurden 10 ml der entsprechenden Kultur in die BestrahlungsgefaÃŸ 
gegeben und fÃ¼ 15 min in Dunkelheit gehalten, bevor sie mit 0,7- 
1 ,O ^Ci11 0 ml (2590-3700 Bq11 0 ml) N ~ H ' ~ C O ~  (Amersham Buchler) 
inkubiert wurden. Nach genau einer Stunde Bestrahlung im Sonnenschein- 
simulator wurden die Proben in 20 ml PlastikgefaÃŸ Ã¼berfuhrt Durch Zu- 
gabe von 100 pl 6N HC1 wurde die Photosynthese gestoppt. Um das restli- 
che anorganische 14COz zu entfernen, wurden die Proben anschlieÃŸen fur 
24 h geschÃ¼ttelt Nach Zugabe von jeweils 10 ml Scintillationscocktail 
(Quickzint 1, Zinsser) wurde die RadioaktivitÃ¤ in einem Scintillations- 
zÃ¤hle (Canberra-Packard, 2550 TRILL) gezÃ¤hlt Die Berechnung der 
Kohlenstoff-Aufnahmeraten erfolgte nach Strickland & Parsons (1972) aus 
der GesamtaktivitÃ¤t den Dunkelproben und den Werten der lichtinkubier- 
ten Proben. Die Parametisierung der Photosynthese-Strahlungskurven (PI- 
Kurven) erfolgte mit Hilfe des Modells von Eilers & Peeters (1988). Bei 
diesem dynamischen Modell wird die Lichthemmung, im Gegensatz zu den 
oft benutzen statischen Modellen mitberÃ¼cksichtigt 
Messung der Quantenausbeute des Photosystems II (PS II) 
Die Quantenausbeute des PS 11, die im Englischen als "quantum yield" 
bezeichnet wird, wird bestimmt als Quotient aus variabler Fluoreszenz (Fv) 
und maximaler Fluoreszenz (Fm) und gilt als ein relatives MaÃ fur die 
Wirksamkeit der Photosynthese. Sie gibt an, mit welcher EffektivitÃ¤ die 
Anregungsenergie aus den Antennenkomplexen in die "geÃ¶ffneten Reak- 
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tionszentren des PS I1 Ã¼bertrage wird. Ein weiterer Parameter ist die 
Grundfluoreszenz (Fo) aus der sich die variable Fluoreszenz berechnen lÃ¤Ã 
(Fv = Fm-Fo). F. ist ein MaÃŸ ab welcher LichtintensitÃ¤ eine Ladungstren- 
nung im PS I1 induziert wird; Fm ist die maximale Fluoreszenz bei 
geschlossenem PS 11-Zentrum. 
Die verschiedenen Fluoreszenzparameter wurden mit Hilfe eines Puls- 
Amplituden-Modulierten Fluorometers (PAM Walz, Effeltrich) gemessen. 
Vorteil dieser fluorometrischen Methode ist, daÂ sie es erlaubt, Photosyn- 
thesemessungen auch in viv0 sehr schnell durchzufuhren. 
Zur Ermittlung der Grundfluoreszenz Fo, bei der alle Reaktionszentren 
vollstÃ¤ndi geÃ¶ffne sind und der PrimÃ¤rakzepto oxidiert ist, wurden die 
bestrahlten Kulturen zuerst fÃ¼ 15 min in Dunkelheit gebracht und dann in 
einer QuarzkÃ¼vett mit einem MeÃŸlich geringer IntensitÃ¤ bestrahlt. Nach 
einem kurzen, starken SÃ¤ttigungspuls durch den alle PrimÃ¤rakzeptore 
vollstÃ¤ndi reduziert werden, konnte dann die maximale Fluoreszenz (Fm) 
gemessen werden. 
3.3.5 Wirkungskurven fÃ¼ MAA-Bildung und Photoinhibition 
Zur Untersuchung der WellenlÃ¤ngenabhÃ¤ngigke von MAA-Akkumulation 
und Photoinhibition (Reduktion der Quantenausbeute des PS 11) wurden 
polychromatische Wirkungskurven erstellt. Im folgenden werden 
VerÃ¤nderunge der MAA-Konzentrationen und Quantenausbeuten als 
Wirkung bezeichnet. Um die WellenlÃ¤ngenabhÃ¤ngigke der Wirkung 
beschreiben zu kÃ¶nnen wurden aus den verwendeten Spektren (Abb. 3.1) 
fÃ¼ aufeinanderfolgende Kantenabsorptionsfilter durch einfache Subtrak- 
tion sogenannte Differenzspektren gebildet (Abb. 3.8). Desweiteren wurde 
die spektrale Wirksamkeit als Quotient aus Wirkungsdifferenz und Integral 
des entsprechenden Differenzspektrums (AI) definiert, um eine auf die 
Energiedosis normierte GrÃ¶Ã zu erhalten (Runde1 1983): 
A Wirkung 
spektrale Wirksamkeit ( A )  = 
AZt A )  
Diese spektralen Wirksamkeiten wurden gegen den Medianwert der jewei- 
ligen Differenzspektren aufgetragen (Abb. 3.8). 
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WellenlÃ¤ng (nm) 
Abb. 3.8: EnergiefluÃŸ-Differenzspektre des fÃ¼ die WellenlÃ¤ngenabhÃ¤ngigke der 
MAA-Bildung verwendeten UVBIPAR-Feldes (A) und des fÃ¼ die WellenlÃ¤ngenab 
hÃ¤ngigkei der Photoinhibition verwendeten UVBIUVA-Feldes (B). Die Zahlen 
bezeichnen die Medianwerte und die Balken die 90%ige Bandbreite der Energiediffer- 
enzen. 
3.3.6 Bestimmung der Cyclobutyl-Pyrimidindimere (CPD) 
Zur Quantifizierung der Cyclobutyl-Pyrimidindimere (CPD) wurde je nach 
Versuchsansatz entweder ein Radioimmunoassay (NA)  oder ein enzymge- 
koppelter Immunoassay (ELISA) verwendet. Beide Bestimmungsmethoden 
beruhen auf der Erkennung der Dimere durch spezifische AntikÃ¶rper 
WÃ¤hren jedoch bei dem im Radioimmunoassay verwendeten polyklonalen 
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Antiserum (IV7, Arbeitsgruppe Wellmann, Freiburg) hauptsÃ¤chlic 
Thymindimere (T[]T) bestimmt werden (Buchholz 1996), weist der fur den 
ELISA verwendete AntikÃ¶rpe (TDM-2, Arbeitsgruppe Nikaido, Japan) 
keine definierte SpezifitÃ¤ fÃ¼ die einzelnen CPD-Spezies auf (Mori et al. 
1991). 
Einer der wesentlichen Vorteile des RIA ist auÃŸe der hohen SpezifitÃ¤ 
fÃ¼ T[]T die Bestimmung der absoluten Konzentration Ã¼be Eichkurven. 
Die Ergebnisse des ELISA hingegen liefern nur relative Angaben der CPD- 
Gesamtmenge. Absolute Konzentrationsangaben der CPD oder gar einzel- 
ner Dimerspezies, z.B. T[]T, sind bislang in diesem ELISA nicht mÃ¶glich 
Allerdings ist die Empfindlichkeit der CPD-Messung im ELISA wesentlich 
hÃ¶her Weitere Vorteile sind, daÂ wesentlich geringere DNA-Mengen 
benÃ¶tig werden (ca. 1/10 der im RIA benÃ¶tigte DNA-Menge) und die 
Methode einfacher und schneller angewendet werden kann. 
Bei beiden Methoden muÃ die DesoxyribonukleinsÃ¤ur (DNA) zuerst 
aus dem bestrahlten Algenmaterial isoliert werden. FÃ¼ den RIA muÃ 
auÃŸerde die zu untersuchende DNA vollstÃ¤ndi hydrolysiert werden, da 
das eingesetzte Antiserum nicht innerhalb der DNA bindet. 
Probenahme und DNA-Isolierung 
50 bis 500 ml der zu bestimmenden Kulturen wurden sofort nach Be- 
strahlungsende im Dunkeln Ã¼be Nucleopore-Filter abfiltriert (2 um Poren- 
groÃŸe 2,5 cm Durchmesser; Satorius), die Filter in Eppendorf-Reaktions- 
gefaÃŸ gegeben und sofort in flÃ¼ssige Stickstoff eingefroren. Bis zur 
weiteren Bestimmung wurden die Proben bei -70Â° gelagert. 
Zur DNA-Isolierung wurden die tiefgefrorenen Proben aufgetaut und mit 
1200 pl Extraktionspuffer (2% CTAB; l,4 M NaCl; 0,2% 2-Mercap- 
toethanol; 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCL (pH 8,O)) und einer Spatel- 
spitze Glaskugeln versetzt. Zur Extraktion wurde die LÃ¶sun fur 30 min 
unter gelegentlichem SchÃ¼ttel bei 60Â° inkubiert und 10 min bei 
15000 min'l zentrifugiert, wobei die ZelltrÃ¼mme ein Pellet bildeten. 
1000 pl des klaren Ãœberstande wurden mit dem gleichen Volumen Chlo- 
roform-Isoamylalkohol (V/V, 24: 1) versetzt und geschÃ¼ttelt Nach erneuter 
Zentrifugation (10 min, 15000 min-1) wurden 800 pl der oberen wÃ¤ÃŸrig 
Phase abgezogen und die DNA durch Zugabe von 530 pl kaltem (-20Â°C 
Isopropanol ausgefallt. Bei diesem Schritt wurde die DNA-Extraktion 
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jeweils 100 pl eines frisch hergestellten OPD-!&&Gemisches (0,04% 
o-Phenylendiamin (WIV), 0,007% H202 in Citrat-Phosphat-Puffer) zÃ¼gi 
zupipettiert. Nach 15 min (37OC, abgedeckt) wurde die Platte betrachtet 
und bei ausreichender FÃ¤rbun die Reaktion durch Zugabe von je 50 pl 
2 M H2S04 abgestoppt. Die Platte wurde im ELISA-Reader (MR 4000, 
Dynex) bei 490 nm gemessen. Von den Extinktionswerten wurde die Ex- 
tinktion der Kontrolle (keine Zugabe von DNA) abgezogen und die Mit- 
telwerte aus den Doppel- bis Vierfachbestimmungen errechnet. 

4 ERGEBNISSE 
4.1 UVB-SchÃ¤digun und Photoreaktivierung 
Das folgende Kapitel beinhaltet Untersuchungen Ã¼be die WB-SchÃ¤digun 
und deren Photoseparatur durch Photoreaktivierung auf der molekularen 
und zellulÃ¤re Ebene. Auf der molekularen Ebene werden die in der Des- 
oxyribonukleinsÃ¤ur (DNA) gebildeten Cyclobutyl-Pyrimidindimere (CPD) 
als MaÃ fur eine SchÃ¤digun und Reparatur quantifiziert. Auf der zellulÃ¤re 
Ebene wird die Auswirkung von SchÃ¤digun und Reparatur auf die Zell- 
morphologie sowie die Teilungsfahigkeit der Zellen untersucht. Wesentli- 
cher Bestandteil des Kapitels sind Untersuchungen Ã¼be die AbhÃ¤ngigkei 
der SchÃ¤digun und Photoreaktivierung von der StÃ¤rke Dauer und Dosis 
der UVB- bzw. UVA-Strahlung sowie die AbhÃ¤ngigkei der Photoreaktivie- 
rung von der spektralen Zusammensetzung des Strahlungsfeldes, an das 
die Algenkulturen vor der SchÃ¤digun akklimatisiert waren. 
Zur Bestimmung der Dimerkonzentration wurden zwei verschiedene 
Methoden angewendet: der sogenannte Radioimmunoassay (RIA) und der 
enzymgekoppelte Immunoassay (ELISA). Wesentlicher Unterschied dieser 
beiden Bestimmungsmethoden ist, daÂ im RIA hauptsÃ¤chlic Thymindi- 
mere (T[]T), im ELISA dagegen die Gesamtmenge an CPD quantifiziert 
werden (nÃ¤here dazu in Kap. 3). Wurden die Dimere im RIA bestimmt, 
werden sie im folgenden als "Thymindimerel1 bezeichnet, wurden sie im 
ELISA bestimmt, wird die Bezeichnung "Gesamt-CPD" verwendet. 
In Vorversuchen wurden zunÃ¤chs geeignete Bestrahlungszeiten und 
-stÃ¤rke ermittelt, unter denen eine WB-SchÃ¤digun und Photoreaktivie- 
rung sowohl auf molekularer als auch auf zellulÃ¤re Ebene meÃŸba waren, 
Dabei sind folgende Punkte von Bedeutung: 
1.  Zur getrennten Untersuchung von UVB-SchÃ¤digun und Photoreakti- 
vierung muÃŸt die UVB-Bestrahlung und die photoreaktivierend wirk- 
same UVA-Bestrahlung nacheinander erfolgen. 
2. Die Dauer der UVB-Bestrahlung war kurz und lag im Bereich von we- 
nigen Minuten, um eine gleichzeitige Reparatur durch den kurzwelligen 
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und somit photoreaktivierend wirksamen UVA-Anteil des verwendeten 
Strahlungsfeldes (vgl. Abb. 3.1) gering zu halten. 
3 .  Die gebildeten Dimermengen waren groÃ genug, um mit den verwen- 
deten Bestimmungsmethoden (ELISA und RIA) quantifiziert zu wer- 
den. Dies wurde durch einen entsprechend hohen WB-StrahlungsfluÃ 
erreicht. 
4. Dagegen war zur Bestimmung der UVB-SchÃ¤digun auf zellulÃ¤re 
Ebene der WB-StrahlungsfluÃ mÃ¶glichs niedrig, so daÂ zumindest ein 
Teil der Zellen noch teilungs- und Ã¼berlebensfihi war. 
Anhaltspunkte fÃ¼ die zu Beginn der Untersuchung verwendeten Be- 
strahlungszeiten und -stÃ¤rke lieferten Untersuchungen an hÃ¶here Pflan- 
zen mit Ã¤hnliche Lampensystemen (Riegger 199 1, Buchholz 1996) und 
Untersuchungen an antarktischen Diatomeen (Karentz et al. 199 1 a). Vor- 
versuche ergaben, daÂ fur die WB-SchÃ¤digun Bestrahlungszeiten von 5- 
30 min und WB-BestrahlungsstÃ¤rke zwischen 1,7 und 5 W m'2 geeignet 
waren (nicht dargestellte Ergebnisse). Diese WB-BestrahlungsstÃ¤rke la- 
gen damit im Vergleich zur natÃ¼rliche WB-Bestrahlung um das 3 bis 
50fache hÃ¶he (vgl. Kap. 1.2 sowie Tab. 3.2 & Tab. 3.7). FÃ¼ die photo- 
reaktivierende Bestrahlung im UVA-Feld wurde eine Bestrahlungsdauer 
zwischen 15 und 70 min und eine UVA-BestrahlungsstÃ¤rk von 0,3 bis 
2,8 W m"2 verwendet; sie ist in etwa mit einer natÃ¼rliche Bestrahlung bei 
einer GesamtbestrahlungsstÃ¤rk von 100 pmol Photonen m'2 s"' vergleich- 
bar (vgl. Tab. 3.3). 
Zum einfacheren VerstÃ¤ndni der folgenden Experimente werden noch- 
mals die wichtigsten Bestrahlungsarten zusammengefaÃŸt Die Charakte- 
ristika und Bezeichnungen der verwendeten Bestrahlungsfelder sind in 
Kap. 3.2 (Abb. 3.1 & Tab. 3.2) zu finden. 
9 UVB-Bestrahlung: Im UVB-Feld bei einer BestrahlungsstÃ¤rk von 
5 W m'2 (falls keine anderen Angaben erfolgen). 
9 Photoreaktivierende Bestrahlung: Im UVA-Feld bei einer Bestrahlungs- 
stÃ¤rk von 2,8 W m"2 (falls keine anderen Angaben erfolgen). 
9 UVB mit anschlieÃŸende photoreaktivierender Bestrahlung: mit PR. 
> UVB ohne anschlieÃŸend photoreaktivierende Bestrahlung: ohne PR. 
9 Nicht photoreaktivierende Strahlungsbedingungen: Bestrahlung irn 
Rotlicht. 
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Alle Kulturen wurden, sofern keine anderen Angaben erfolgen, vor der 
WB-Bestrahlung im PAR-Feld bei einem mittleren PhotonenfluÃ von 
100 pmol Photonen m'2 s" gehÃ¤ltert Dieses Feld besitzt nur einen geringen 
UVA- und keinen UVB-Anteil (vgl. Abb. 3.1 & Tab. 3.2). 
FÃ¼ die folgenden Abschnitte 4.1.1 bis 4.1.4 wurden exemplarisch die 
Ergebnisse mit der Diatomee Porosirapseudodenticulata ausgewÃ¤hlt 
Ã„hnlich Ergebnisse wurden auch fÃ¼ andere Diatomeen wie Thalassio- 
sira tumida und T. antarctica sowie fÃ¼ die Prymnesiophyte Phaeocystis 
antarctica gefunden. 
4.1.1 Bildung und Reparatur von Cyclobutyl-Pyrimidindimeren 
Der erste Versuchsansatz zeigt die bei der Diatomee P. pseudodenticulata 
durch UVB-Bestrahlung gebildeten Thymindimere (T[]T) sowie ihre Re- 
paratur unter verschiedenen nachfolgenden Bestrahlungsbedingungen. 
Dazu wurden die Kulturen fur 10 min oder 20 min mit UVB bestrahlt und 
anschlieÃŸen fur 60 min dunkel gestellt, in Rotlicht gebracht oder gleich 
anschlieÃŸen mit UVA bestrahlt. Die Bestimmung der Dimerkonzentration 
erfolgte sowohl direkt nach der UVB-Bestrahlung (Kontrolle) als auch nach 
der 60 minÃ¼tige Behandlung. 
Nach einer UVB-Bestrahlung von 10 min kam es bei P. pseudodenticu- 
lata zu einer deutlichen T[]T-Bildung, die nach weiteren 10 min um fast 
das Doppelte zunahm (Abb. 4.1). Durch eine sich der UVB-Bestrahlung 
anschlieÃŸend WA-Bestrahlung kam es bei beiden UVB-Bestrahlungszeiten 
zu einer deutlichen Reduktion der Dimere von mehr als 60%. Im Rotlicht 
oder im Dunkeln wurden dagegen innerhalb von 60 min keine Dimere re- 
pariert. Kulturen, die erst 8 h nach der WB-Bestrahlung photoreaktivie- 
rend bestrahlt wurden, wiesen ebenfalls keine signifikante Dimerreparatur 
auf (Abb. 4.1). 
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5 direkt nach UVB 
UVB +Dunkel 
UVB +Rot 
UVB +Blau 
0 U V B + 8 h R o t + U V A  
Abb. 4.1: Bildung und Reparatur von Thymindimeren (TUT) bei P. pseudodenticulata 
in AbhÃ¤ngigkei der UVB-Bestrahlungsdauer. Dargestellt sind die Mittelwerte und ihre 
Standardabweichungen aus 4 unabhÃ¤ngige Versuchen. 
4.1.2 Wachstum, Zellteilung und Ãœberlebensrat 
Zur Untersuchung von WB-SchÃ¤digun und Photoreaktivierung auf zel- 
lulÃ¤re Ebene wurden Kulturen von P. pseudodenticulata jeweils 10, 20 
oder 30 min mit UVB bestrahlt. Danach wurden die Kulturen zum weiteren 
Wachstum direkt bzw. nach photoreaktivierender Bestrahlung von 60 min 
in Rotlicht gebracht. 
Kontrollkulturen, die nicht mit UVB bestrahlt wurden, zeigten wÃ¤hren 
der Wachstumsdauer von insgesamt 9 Tagen nahezu exponentielles Zell- 
wachstum (Abb. 4.2A & 4.2B). Bei WB-bestrahlten Kulturen nahm die 
Zellzahl dagegen nur geringfigig zu (Abb. 4.2A). Kulturen, die direkt nach 
der UVB-SchÃ¤digun mit UVA bestrahlt wurden, konnten sich nur wieder 
erholen, wenn sie vorher nicht lÃ¤nge als 10 min im UVB-Feld exponiert 
waren (Abb. 4.2B). 
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Abb. 4.2: Anzahl der Zellen in Kulturen von P. pseudodenticulata nach 10, 20 oder 30 
min UVB-Bestrahlung ohne anschlieÃŸend photoreaktivierende Bestrahlung (A) und mit 
photoreaktivierender Bestrahlung (B). Kontrollkulturen wurden nicht mit UVB be- 
strahlt. 
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Auch die im selben Bestrahlungsversuch gemessene Chloro- 
phyll a (Chl a)-Konzentration der Kulturen nahm mit zunehmender UVB- 
Bestrahlung ab (Abb. 4.3A). Durch eine sich der UVB-Bestrahlung an- 
schlieÃŸend photoreaktivierende UVA-Bestrahlung wurde dieser Effekt ab- 
geschwÃ¤ch (Abb. 4.3B). Im Gegensatz zur Zellzahl stieg jedoch in allen 
WB-bestrahlten Kulturen die Chl a-Konzentration deutlich an. 
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Abb. 4.3: Chl U-Konzentrationen in Kulturen von P, pseudodenticuluta nach 10, 20 oder 
30 min UVB-Bestrahlung ohne Photoreaktivierung (A) und mit Photoreaktivierung (B). 
Kontrollkulturen wurden nicht mit UVB bestrahlt. 
Die Zunahme der Chla-Konzentration in WB-bestrahlten Kulturen 
(Abb. 4.3A & 4.3B) mit geringem Zellwachstum (Abb. 4.2A & 4.2B) re- 
sultierte in einer Zunahme des mittleren zellulÃ¤re Chla-Gehaltes 
(Abb. 4.4). Dabei zeigte die fÃ¼ 10 min mit W bestrahlte Kultus im Ver- 
gleich zu den lÃ¤nge bestrahlten Kulturen (20 und 30 min) einen hÃ¶here 
Chl U-Gehalt. Durch eine photoreaktivierende UVA-Bestrahlung nahm der 
Chl U-Gehalt dieser "erholten" und beinahe normal wachsenden Kultur 
(Abb. 4.2) wieder ab und erreichte den Wert einer unbestrahlten Kontroll- 
kultur. Bei allen lÃ¤nge bestrahlten Kulturen (20 und 30 min W) nahm 
ERGEBNISSE 63 
dagegen der zellulÃ¤r Chl a-Gehalt erst durch eine photoreaktivierende Be- 
strahlung deutlich zu (Abb. 4.4). 
Kontrolle 10 min 20 min 30 min 
UVB-Bestrahlungsdauer 
Abb. 4.4: ZellulÃ¤re Chl a-Gehalt von P. pseudodent~culu~u 9 Tage nach der UVB-Be- 
strahlung. Strahlungs- und Wachstumsbedingungen wie in Abb, 4.2. 
Mo~phologische Zellbeobachtungen 
Um diese in Abb. 4.4 dargestellte unterschiedliche Zu- und Abnahme des 
zellulÃ¤re~ Chl a-Gehaltes bei verschiedenen WB-Bestrahlungszeiten ge- 
nauer zu untersuchen, wurden die Kulturen im Mikroskop betrachtet. 
In allen WB-bestrahlten Kulturen von P, psez~dodenticzilafa wurden 
zwei bis drei Tage nach des Bestrahlung verschiedene Zelltypen mit unter- 
schiedlichen ZellverÃ¤nderunge beobachtet. Dies fuhrte zu eines Einteilung 
der Zellen in drei verschiedene Zellklassen (Tab. 4.1). 
Tab. 4.1: Beschseibung der verschiedenen Zellklassen in UVB-bestrahlten Kulturen von 
- 
P. pseudodenticulatu 
Zellklasse Beobachtun~en 
1 - Morphologisch normale, sich teilende Zellen 
2 - Starke VerlÃ¤ngerun der Pervalvarachse 
- Dunkelg~une bis braune FÃ¤rbun 
- Abnormale Deformationen 
3 - Normale ZellgrÃ¶Ã 
- Verringerte Zellfarbung 
- Leere Schalen 
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Abb. 4.5: Zellen von P, pseudodenticulata aus nicht UVB-bestrahlten Kulturen (A) und 
UVB-bestrahlten Kulturen (B). Die Zellen in A entsprechen der Zellklasse 1.  In B ist 
eine Zelle der Klasse 2 und 3 sichtbar. 
Aus den WB-bestrahlten AnsÃ¤tze sowie aus den Kontrollkulturen des 
Bestrahlungsversuches aus Abb. 4.2 wurden 7 Tage nach des Bestrahlung 
ZÃ¤hlpsobe entnommen und die Zellen den drei Zellklassen zugeordnet. Die 
Ergebnisse sind in Abb. 4.6 dargestellt. Kontrollkulturen, die nicht mit UVB 
bestrahlt worden waren, zeigten zu 100% morphologisch normale und sich 
in Teilung befindliche Zellen des Klasse 1. Bei den mit UVB bestrahlten 
Kultusen erhÃ¶ht sich mit zunehmender Bestrahlungsdaues der Anteil des 
geschÃ¤digte Zellen (Klasse 2 und 3). Durch eine photoreaktivierende 
WA-Bestrahlung kam es nur bei Kultusen, die vorher nicht lÃ¤nge als 
10 min im UVB-Feld exponiert waren, zu einer deutlichen Abnahme an ge- 
schÃ¤digte Zellen. Ihre hohe Abnahme an stark pigmentierten Zellen der 
Klasse 2 von 50Y0 auf 10% fuhrte offenbar trotz gleichzeitiger A b n a h e  
an stark geschÃ¤digte Zellen der Klasse 3 zu einem mittleren Chl a-Gehalt, 
des vergleichbar ist mit dem Wert der unbestrahlten Kontrollkultur (s. 
Abb. 4.4). 
Kultusen, die fus 20 oder 30 min mit UVB bestrahlt wurden, zeigten ei- 
nen hohen Anteil an geschÃ¤digte Zellen von mehr als 85Yo (Abb. 4.6). 
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Durch eine photoreaktivierende Bestrahlung verringerte sich der Anteil der 
Zellen der Klasse 3 geringfÃ¼gig leichzeitig nahm bei beiden Bestrahlungs- 
ansÃ¤tze der Anteil an Zellen der Klasse 2 zu. Diese Zunahme an stark 
verlÃ¤ngerte Zellen mit hoher Pigmentkonzentration bei gleichzeitiger Ab- 
nahme an ausgebleichten Zellen und leeren Schalen hat offenbar den An- 
stieg des mittleren zellulÃ¤re Chl a-Gehaltes in diesen Kulturen zur Folge 
(vgl. Abb. 4.4). 
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Abb. 4.6: Relativer Anteil an Zellen der Klasse 1 , 2  und 3 (s. Tab. 4.1) in UVB-bestrahl- 
ten Kulturen von P. pseudodenticulata. Die Zellklassenbestirnmung erfolgte 7 Tage nach 
der Bestrahlung. Strahlungs- und Wachstumsbedingungen vgl. Abb. 4.2. 
Zellisolierungen 
Aufgrund des hohen Pigmentgehaltes und der daraus resultierenden star- 
ken FÃ¤rbun der Zellen der Klasse 2 war es nicht mÃ¶glich mit Hilfe von 
Anfarbetechniken Hinweise auf die Lebensfahigkeit, die Lage des Zellkerns 
oder den Zeitpunkt der Zellen im Zellzyklus zu bekommen. Um dennoch 
die Teilungsfahigkeit aller drei morphologisch unterscheidbaren Zellklassen 
zu untersuchen, wurde 5 Tage nach der WB-Bestrahlung und nach dem 
Wachstum in Rotlicht jeweils eine Zelle der jeweiligen Zellklasse in einzelne 
Schalen mit Wachstumsmedium gebracht. Nach insgesamt 12, 15 und 
66 ERGEBNiSSE 
22 Tagen Wachstum im Rotlicht wurden die Isolate unter dem Binokular 
betrachtet und die Zellen gezÃ¤hlt 
Tab. 4.2: ZellÃ¤ng und ~norphologische VerÃ¤nderunge von UVB-bestrahlten Zellen der 
Klasse 1 ,  2 und 3 (s. Tab. 4.1) von P. pseudodentict~lata. Dargestellt sind die Mittel- 
werte der Zelltingen und ihse Standardabweichung. Graphik: Zellzahl der Zellen der 
Klasse 1 ,2  und 3. Dargestellt sind die Mittelwerte der Zellzahl. 
Zeit nach Klasse 1 Klasse 2 Klasse 3 
Bestrahlung 
5 Tage 
12 Tage 
15 Tage 
22 Tage 
LÃ¤nge 
FÃ¤rbung 
Zustand: 
LÃ¤nge 
FÃ¤rbung 
Zustand: 
LÃ¤nge 
FÃ¤rbung 
Zustand: 
LÃ¤nge 
FÃ¤rbung 
Zustand: 
(38 * 4) pm 
+ 
normale Zellen 
(38 h 3) pm 
+ 
normale Zellen 
(37 * 4) pm 
+ 
normale Zellen 
(37 % 3) pln 
+ 
nosmale Zellen 
(55 5 6) pnl 
+++ 
Deformationen 
(65 + 9) pm 
+++ 
Deformationen 
(73 * 11) pm 
++++ 
aufgeplatzte 
Zellen 
Zeit nach Bestrahlung (d) 
(37h 3) pm 
+ 
verringeste 
Zellfarbung 
(38 h 4) pm 
+- 
verringeste 
ZelIf&bung 
(37* 3) pm 
leere Schalen 
(37k 3) pm 
-- 
ausschlieÃŸlic 
leere Schalen 
Alle Zellen der Klasse 1 zeigten wÃ¤hren des Beobachtungszeitsaums 
von insgesamt 22 Tagen normales Zellwachstum mit mo~-phologisch nos- 
malen Zellen (Tab. 4.2). Aus der nach 22 Tagen ermittelten Zellzahl wurde 
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eine Wachstumsrate von p =(0,19 Â 0,06) d" berechnet. Diese entsprach 
ungefahr der Wachstumsrate einer unbestrahlten Kontrollkultur 
(p  =(0,16Â 0,04) d"). Zellen der Klasse 2 konnten sich nicht mehr teilen 
und zeigten eine fortschreitende VerlÃ¤ngerun der Pervalvarachse verbun- 
den mit einer Zunahme an grÃ¼n-braune Pigmentfarbung. Ein Teil der Zel- 
len war am Ende des Beobachtungszeitraums aufgeplatzt. Auch die Zellen 
der Klasse 3 waren nicht mehr teilungsfahig, nach 22 Tagen konnten nur 
noch leere oder fast leere Schalen beobachtet werden (Tab. 4.2). Inwie- 
weit die geschÃ¤digte Zellen innerhalb der ersten 5 Tage nach der UVB- 
Bestrahlung noch teilungsfahig waren, wurde nicht Ã¼berprÃ¼f da eine 
Isolierung der Zellen nach ihren Zellklassen erst einige Tage nach der UVB- 
Bestrahlung mÃ¶glic war. Die 1,5 bis 2fache Zunahme der Zellzahl auch 
bei stark geschÃ¤digte Kulturen (Abb. 4.2) lÃ¤Ã jedoch darauf schliessen, 
daÂ einige der geschÃ¤digte Zellen in der Lage waren, sich noch einmal zu 
teilen oder ihren Teilungszyklus zu beenden. Diese Vermutung stimmt mit 
dem Befund von Karentz (1991) Ã¼berein die direkt nach der UVB- 
Bestrahlung noch eine ein- bis zweimalige Zellteilung beobachtete, bevor 
die Teilung der Diatomeenzellen zum Stillstand kam. 
Bestimmung der Uberlebensrate 
Aus den Ergebnissen der vorigen Experimente wurde gefolgert: 
1) Nach WB-Bestrahlung kann sich ein Teil der Zellen normal weiter tei- 
len, d.h. mit einer Wachstumsrate, die vergleichbar ist mit der von un- 
bestrahlten Kontrollkulturen (Zellen der Klasse 1). 
2) Ein Teil der Zellen kann sich noch ein- bis zweimal teilen, verliert aber 
dann die Teilungsfahigkeit. Nach diesem Teilungsstillstand verlÃ¤nger 
sich die Zellen zunehmend und der zellulÃ¤r Chl a-Gehalt nimmt stark 
zu (Zellen der Klasse 2). 
3) Ein Teil der Zellen kann sich nach der UVB-Bestrahlung nicht mehr 
teilen und auch keine Syntheseprodukte mehr bilden. Der Zellinhalt 
wird abgebaut oder lÃ¤uf aus. Nach wenigen Tagen sind nur noch leere 
Schalen vorhanden (Zellen der Klasse 3). 
Unter VernachlÃ¤ssigun des Befundes der ein- bis zweimaligen Teilung 
der Zellen der Klasse 2 folgt, daÂ das Wachstum von UVB-bestrahlten 
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Kulturen hauptsÃ¤chlic auf dem Wachstum von nicht sichtbar morpholo- 
gisch verÃ¤nderte Zellen der Klasse 1 beruht. Ihr Anteil an der Anfangs- 
zellkonzentration wird im folgenden als Ãœberlebensrat bezeichnet (Angabe 
in X). Sie berechnet sich aus dem Anteil der normalen Zellen der Klasse 1 
zu einem Zeitpunkt, der Anfangszellkonzentration bei der WB-Bestrahlung 
(No) und der Wachstumsrate (P) einer unbestrahlten Kontrollkultur (Be- 
rechnung siehe Kap. 3.3). 
Von allen Kulturen des Experimentes aus Abb. 4.2 wurde sieben Tage 
nach der Bestrahlung die Ãœberlebensrat von UVB-bestrahlten Zellen be- 
rechnet (Abb. 4.7). Schon nach einer lominÃ¼tige WB-Bestrahlung nahm 
die Ãœberlebensrat auf weniger als 25% ab. Bei einer Bestrahlungsdauer 
von 30 min Ã¼berlebte weniger als 5% der Zellen. Nur bei der kÃ¼rzeste 
UVB-Bestrahlungsdauer von 10 min waren die Zellen noch in der Lage sich 
nach einer photoreaktivierenden UVA-Bestrahlung wieder zu erholen. Die 
Ãœberlebensrat stieg dadurch auf Ã¼be 70% an. LÃ¤nge UVB-bestrahlte 
Kulturen konnten sich dagegen nicht wieder erholen, obwohl in Kulturen, 
die fÃ¼ 20 min mit UVB bestrahlt wurden, noch eine deutliche Reparatur 
von Dimeren stattfand (Abb. 4.1) 
' 0 ' 10 ' 20 ' 30 
UVB-Bestrahlungsdauer (min) 
Abb. 4.7: Ãœberlebensrat von UVB-bestrahlten Zellen von P. pseudodenticulata in Ab- 
hÃ¤ngigkei der UVB-Bestrahlungsdauer. Bestrahlungsbedingungen wie in Abb. 4.13. 
Die Ãœberlebensrat stellte sich als geeigneter Parameter dar, um UVB- 
SchÃ¤digunge und ihre Photoreaktivierbarkeit bei Diatomeen auf der zellu- 
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lÃ¤se Ebene zu untersuchen. Zu bemerken ist allerdings, daÂ der abge- 
schÃ¤tzt Maximalfehler zwischen 10 und 20% liegt. Dieser relativ hohe 
Fehler kommt zustande, weil, vor allem in den ersten Tagen nach der 
UVB-Bestrahlung, die Zellen der jeweiligen Zellklassen nicht immer eindeu- 
tig voneinander unterscheidbar sind. In den folgenden Versuchen wurde 
deshalb die Ãœberlebensrat im letzten Drittel des linearen Anstiegs der Zell- 
konzentration, sprich nach 7 bis 12 Tagen Wachstum im Rotlicht be- 
stimmt. 
Bei Kolonien von Phaeocystis antarctica wurden keine Untersuchungen 
auf der zellulÃ¤re Ebene durchgefuhrt, da eine ZÃ¤hlun der Einzelzellen mit 
einem sehr hohen Fehler von bis zu 50% verbunden ist. Zu bemerken ist 
jedoch, daÂ es auch bei Phaeocystis nach schÃ¤digende UVB-Bestrahlung 
zu morphologischen VerÃ¤nderunge der Zellen kommt, die den hier be- 
schriebenen von P. pseudodenticulata entsprechen (nicht dargestellte Er- 
gebnisse). 
4.1.3 AbhÃ¤ngigkei der SchÃ¤digun von der StÃ¤rke Dauer und 
Dosis der UVB-Bestrahlung 
Im folgenden wird die AbhÃ¤ngigkei der Dimerbildung und Ãœberlebensrat 
von der BestrahlungsstÃ¤rk sowie der Dauer und Dosis der schÃ¤digende 
UVB-Strahlung untersucht. Dabei wird als Dosis4 die Menge der auf eine 
nicht definierte FlÃ¤ch eingestrahlten Photonenzahl oder Energie bezeich- 
net. Sie wird in pmol Photonen m'2 bzw. J m"2 angegeben. In der UV-Bio- 
logie wird hÃ¤ufi die eingestrahlte Dosis mit Hilfe von sogenannten Wich- 
tungsfunktionen (z.B. DNA-Wichtungsfunktion von Setlow (1974) in die 
biologisch wirksame UVB-Dosis (J m ' )  umgerechnet (Horneck 1997). Zur 
Da die im deutschen Sprachraum in der UV-Biologie benutzte UV-"Dosis" nicht der 
in der Strahlenbiologie definierten Dosis von "absorbierter Energie pro Masse", son- 
dem der "pro FlÃ¤cheneinhei irn rechten Winkel auftreffenden Energie" (kJ m'2) oder 
der Photonenzahl (pmol Photonen m'2) entspricht, wird von einigen Autoren (z.B. 
Kiefer 1989) vorgeschlagen, dafÅ  ¸ besser und eindeutiger die Bezeichnung Fluenz 
(engl. fluence) zu verwenden. Die Dosisrate oder -1eistung (W m'2) bzw. der Photo- 
nen- oder EnergiefluÃ wtirde dann der Fluenzrate (engl. fluency rate) entsprechen. Zur 
besseren Vergleichbarkeit mit anderen Arbeiten in der UV-Biologie wurde in der vor- 
liegenden Arbeit jedoch der Begriff der Dosis verwendet. 
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besseren Vergleichbarkeit von UVB- und WA-Wirkung wird in der 
vorliegenden Arbeit jedoch auf diese Umrechnung verzichtet. 
Wie schon in den vorher beschriebenen Versuchen gezeigt wurde, 
nimmt mit zunehmender WB-Bestrahlungsdauer bei konstantem Ener- 
giefluÃŸ die T[]T-Konzentration in den Zellen zu (vgl. Abb. 4.1), wÃ¤hren 
die Ãœberlebensrat abnimmt (vgl. Abb. 4.7). Um die AbhÃ¤ngigkei der 
SchÃ¤digun von der UVB-BestrahlungsstÃ¤rke -dauer und -dosis genauer 
zu untersuchen, wurde in den folgenden Experimenten mit P. pseudoden- 
ticulata entweder der EnergiefluÃ oder die Bestrahlungsdauer konstant ge- 
halten. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abb. 4.8 dargestellt. 
Sowohl mit zunehmender Bestrahlungsdauer (Abb. 4.8A) als auch mit zu- 
nehmendem EnergiefluÃ (Abb. 4.8B) steigt die T[]T-Konzentration in den 
Zellen an, wÃ¤hren gleichzeitig die Ãœberlebensrat abnimmt. Aus diesen Er- 
gebnissen ist zu schlieÃŸen daÂ die UVB-SchÃ¤digun von der Gesamt- 
menge der eingestrahlten Photonen bzw. Energie abhÃ¤ngt In Abb. 4.9A & 
4.9B ist die Dimerbildung bzw. die Ãœberlebensrat gegen die jeweils ein- 
gestrahlte WB-Dosis aufgetragen. Die KurvenverlÃ¤uf der Datenpunkte 
aus den zwei verschiedenen Experimenten aus Abb. 4.8A & 4.8B lassen 
keinen signifikant unterschiedlichen Verlauf erkennen. Dies bedeutet, daÂ 
die durch WB-Bestrahlung hervorgerufene SchÃ¤digun nur von der einge- 
strahlten Dosis abhÃ¤ngt nicht aber von der BestrahlungsstÃ¤rke Dies ent- 
spricht dem sogenannten ReziprozitÃ¤ts oder Reizmengengesetz (Mohr & 
Schopfer 1978). WÃ¤hren die Dimerbildung annÃ¤hern linear mit der W 
Dosis zunimmt, nimmt die Ãœberlebensrat schon bei einer geringen UVB- 
Dosis von <0,5 kJ m"2stark ab (Abb. 4.9A & 4.9B). 
5 Der Photonen- oder EnergiefluÃ ist die von der Bestrahlungsdauer unabhÃ¤ngig Be- 
strahlungsstÃ¤rk (in pmol Photonen m-2s '  bzw. W m 2 )  (Mohr & Schopfer 1978). 
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Abb. 4.9: Bildung von T[]T (A) und Ãœberlebensrat (B) bei P. pseudodenticulata in 
AbhÃ¤ngigkei von der eingestrahlten UVB-Dosis. Die Daten stammen aus den in 
Abb. 4.8 dargestellten Experimenten, bei denen bei konstantem StrahlungsfluÃ die Be- 
strahlungsdauer variiert wurde (leere Symbole) (Abb. 4.8A) oder bei konstanter Be- 
strahlungsdauer der UVB-FluÃ verÃ¤nder wurde (gefÃ¼llt Symbole) (Abb. 4.8B). 
4.1.4 AbhÃ¤ngigkei der Photoreaktivierung von der StÃ¤rke Dauer 
und Dosis der UVA-Bestrahlung 
Zur Untersuchung der Strahlungs- und ZeitabhÃ¤ngigkei der Photoreakti- 
vierung wurden - vergleichbar mit den Untersuchungen zur UVB-SchÃ¤di 
gung (s. Kap. 4.1.3) - Kulturen von P. pseudodenticulata bei ansteigender 
UVA-Dosis entweder mit konstantem EnergiefluÃ oder konstanter Dauer 
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bestrahlt. Die verwendeten BestrahlungsstÃ¤rke lagen zwischen 0,3- 
2,8 W m'*, die Bestrahlungsdauer lag zwischen 0 und 60 min. 
Abb. 4.10: Ãœberlebensrat (0, 0 )  und Reduktion von T[]T (D, Â¥ bei 
P. pseudodenticulata in AbhÃ¤ngigkei von der UVA-Bestrahlungsdauer bei konstantem 
EngergiefluÃ (2,s W m-2) (A) und von dem eingestrahlten UVA-EnergiefluÃ bei konstan- 
ter Bestrahlungsdauer (30 min) (B). Dargestellt sind die Mittelwerte und ihre Stan- 
dardabweichungen aus drei unabhÃ¤ngige Versuchen mit jeweils zwei Parallelen (T[]T- 
Bestimmung) oder einer Probe (Ãœberlebensrate) 
Wie in Abb. 4.10 zu sehen ist, nimmt mit zunehmender Dauer der UVA- 
Exposition die Dimermenge in den Zellen ab, wÃ¤hren die Ãœberlebensrat 
ansteigt (Abb. 4.1 OA). Kulturen, die bei gleichbleibender Bestrahlungsdauer 
von 30 min mit einer geringen UVA-BestrahlungsstÃ¤rk von 0,3 W m'2 
bestrahlt wurden, zeigen im Vergleich zu nicht photoreaktivierend be- 
strahlten Kulturen eine deutliche Reduktion der Dimerbildung sowie eine 
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Zunahme der Ãœberlebensrat (Abb. 4.1 OB). Bei einer weiteren ErhÃ¶hun 
der BestrahlungsstÃ¤rk bis auf 2,8 W m'* kommt es weder bei der Dimer- 
bildung noch bei der Ãœberlebensrat zu einer deutlichen VerÃ¤nderung 
Diese Ergebnisse lassen vermuten, daÂ die Photoreaktivierung im Bereich 
>0,3 W m'2 unabhÃ¤ngi ist vom EnergiefluÃŸ Die in Abb. 4.11 dargestellte 
AbhÃ¤ngigkei der Dimerbildung und Ãœberlebensrat von der Dosis unter- 
stÃ¼tze diese Vermutung: Die Ergebnisse der einen MeÃŸreih (konstanter 
EnergiefluÃŸ vgl. Abb. 4.10A) unterscheiden sich signifikant von denen der 
anderen MeÃŸreih (konstante Bestrahlungsdauer, vgl. Abb. 4.1 OB). Es 
kann somit in diesem Bereich nicht von einer ReziprozitÃ¤ zwischen Be- 
strahlungsdauer und EnergiefluÃ ausgegangen werden 
Abb. 4.11: Bildung von T[]T (A) und Ãœberlebensrat (B) bei P. pseudodenticulata in 
AbhÃ¤ngigkei der eingestrahlten UVA-Dosis. Die Daten stammen aus den in Abb. 4.9 
dargestellten Experimenten, bei denen bei konstantem StrahlungsfluÃ die Bestrahlungs- 
dauer variiert wurde (offene Symbole) (Abb. 4.10A), oder bei konstanter Bestrahlungs- 
dauer der UVA-FluÃ verÃ¤nder wurde (geschlossene Symbole) (Abb. 4.10B). 
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4.1.5 AbhÃ¤ngigkei der Photoreaktivierung vom WellenlÃ¤ngen 
bereich der Vorbestrahlung 
In den nachfolgenden Untersuchungen wurde der Frage nachgegangen, 
wie die spektrale Zusammensetzung des Strahlungsfeldes, an das die Kul- 
turen V o r der WB-SchÃ¤digun akklimatisiert worden waren, die Photo- 
reaktivierung beeinfluÃŸt Dazu wurden Kulturen von P. pseudodenticulata 
und Kolonien von Phaeocystis antarctica, die zuvor fÃ¼ mehrere Genera- 
tionen unter AusschluÃ von Blau (Gelblicht, >460 nm) gehaltert wurden, 
fÃ¼ 6 h im W/PAR-Feld unter verschiedenen Kantenabsorptionsfiltern mit 
zunehmend kÃ¼rzerwelligere Strahlung bestrahlt (vgl. Abb. 3.1 & 
Tab. 3.2). Danach wurden die Kulturen mit UVB schÃ¤digen und an- 
schlieÃŸen mit W A  photoreaktivierend bestrahlt (Versuchsbeschreibung s .  
Kap. 3.2.2). Es wurde sowohl der T[]T-Gehalt (Bestimmung im RIA) als 
auch der Gesamt-CPD-Gehalt (Bestimmung im ELISA) gemessen und zur 
besseren Vergleichbarkeit der beiden Methoden der jeweilige Dimergehalt 
auf den Chl U-Gehalt bezogen. AuÃŸerde wurden die Dimergehalte auf die 
gleiche Dosis normiert, da bei den verschiedenen Bestrahlungsansatzen 
eine unterschiedliche Gesamtdosis eingestrahlt wurde (vgl. Tab. 3.2). 
Kulturen, die unter Gelblicht vorbestrahlt wurden, zeigten im Vergleich 
zur WB-bestrahlten Kontrolle nur eine geringe Reparatur an T[]T 
(Abb. 4.12) und Gesamt-CPD (Abb. 4.13). Eine Reparatur von bis zu 70% 
der Dimere wurde allerdings bei denjenigen Kulturen gemessen, die zusÃ¤tz 
lich mit Blau (GG 420) oder Blau+UV (WG 360, WG 335, WG 320) vor- 
bestrahlt wurden (Abb. 4.12 & Abb. 4.13). 
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Abb. 4.12: Relativer T[]T-Gehalt bei P. pseudodenticulata (A) und Kolonien von 
Phaeocystis antarctica (B) in AbhÃ¤ngigkei des WellenlÃ¤ngenbereiche der Vorbestrah- 
lung. Die Werte wurden bezogen auf die gleiche Dosis und relativ zur UVB bestrahlten 
Kontrollkultur berechnet. Nach der Vorbestrahlung wurden die Kulturen fÅ  ¸ 15 min mit 
UVB (5 W m'2) und anschlieÃŸen zur Photoreaktivierung 45 min mit UVA (2,s W 
bestrahlt. Dargestellt sind die Mittelwerte und ihre Standardabweichungen aus zwei 
unabhÃ¤ngige Versuchen mit jeweils zwei Parallelen. 
Mit zunehmendem UVB-Anteil der Vorbestrahlung nahm sowohl bei 
P. pseudodenticulata als auch bei Phaeocystis antarctica der T[]T-Gehalt 
wieder zu (Abb. 4.12). Kulturen, die mit Strahlung bis zu 290 nm und ei- 
ner WB-BestrahlungsstÃ¤rk von l ,  l W m-2 vorbestrahlt wurden 
(2*WG 305), wiesen einen deutlich hÃ¶here T[]T-Gehalt auf als Kulturen 
mit geringer WB-Bestrahlung mit WellenlÃ¤nge >300 nm und einer Be- 
strahlungsstÃ¤rk von 0,5 W m-2 (WG 320). Es wurde jedoch nicht Ã¼ber 
prÃ¼ft ob diese hÃ¶her Dimerkonzentration auf eine Dimer-Akkumulation 
wÃ¤hren der Vorbestrahlung oder auf eine geringere Reparaturleistung 
zurÃ¼ckzufuhre war. Im Gegensatz zur T[]T-Bildung kam es bei zuneh- 
mender UVB-Vorbestrahlung weder bei P. pseudodenticulata noch bei 
Phaeocystis antarctica zu einer Zunahme des Gesamt-CPD-Gehaltes 
(4.13B). 
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Abb. 4.13: Relativer Gesamt-CPD-Gehalt (gemessen im ELISA) bei P. pseudodenti- 
culata (A) und Phaeocystis antarctica (B) in AbhÃ¤ngigkei der WellenlÃ¤ng der Vorbe- 
strahlung (Bestrahlungsbedingungen wie in Abb. 4.12). Dargestellt sind die Mittelwerte 
und ihre Standardabweichungen aus 4 Parallelen eines Bestrahlungsversuches. 
Um die AbhÃ¤ngigkei der Photoreaktivierung vom WellenlÃ¤ngenbereic 
der Vorbestrahlung auf zellulÃ¤re Ebene zu untersuchen, wurden Kulturen 
von P. pseudodenticulata, die zuvor in Gelblicht gehÃ¤lter wurden, fÃ¼ 6 h 
im UVPAR-Feld unter verschiedenen Kantenabsorptionsfiltern exponiert 
und anschlieÃŸen fÃ¼ 10 min mit UVB (5 W in2)  und fur 45 min mit UVA 
(2,8 W m'^) bestrahlt. Die Erholung der Zellen wurde als relative Ãœberle 
bensrate gegenÃ¼be der nicht WB-bestrahlten Kontrolle dargestellt 
(Abb. 4.14). Wie bei der Dimerbildung (vgl. Abb. 4.12 & Abb. 4.13) wur- 
den auch hier die Ergebnisse auf die gleiche Dosis normiert. 
Kulturen, die zusÃ¤tzlic mit Blau (GG 420), Blau+UVA (WG 360, 
WG 335) oder Blau+UVA+UVB (WG 320) vorbestrahlt wurden, wiesen 
gegenÃ¼be den unter Gelblicht gehalterten (<460 nm) oder nicht photore- 
aktivierend bestrahlten Kontrollen eine deutliche Zunahme der Ãœberlebens 
rate auf (Abb. 4.14). Diese Erholung war am grÃ¶ÃŸte wenn die Kulturen 
mit moderater UVB-Strahlung von 0,5 W m"2 vorbestrahlt wurden 
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(WG 320). Bei einer weiteren WB-ErhÃ¶hun auf 1,l  W m'2 (2* WG 3 05) 
nahm dagegen die Ãœberlebensrat wieder um mehr als 10% ab. 
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4.1.6 AbhÃ¤ngigkei der Photoreaktivierung von der Dimerkonzen- 
tration 
Im folgenden Experiment wurde die AbhÃ¤ngigkei der Reparaturgeschwin- 
digkeit vom zellulÃ¤re Dimergehalt untersucht. Dazu wurden Kulturen von 
P. pseudodenticulata fÅ  ¸ 10 oder 20 min mit UVB (5 W m"2) und an- 
schlieÃŸen fur 0 bis 60 min photoreaktivierend mit UVA (2,s W m'2) be- 
strahlt. Die hohe Korrelation der beiden Geraden in Abb. 4.15 bestÃ¤tig die 
schon im frÃ¼here Abschnitt gemachte Annahme, daÂ es unter photoreak- 
tivierender Bestrahlung zu einer annÃ¤hern linearen Abnahme der Dimer- 
konzentration in den Zellen kommt und somit die Reparaturgeschwindig- 
keit im untersuchten Konzentrationsbereich annÃ¤hern konstant ist. Aller- 
dings weisen Kulturen, die fur 20 min mit UVB bestrahlt wurden, eine hÃ¶ 
here Reparaturgeschwindigkeit auf als Kulturen, die nur fur 10 min be- 
strahlt wurden (Abb. 4.15). Dabei stieg bei einer ErhÃ¶hun der Ausgangs- 
dimerkonzentration um 66% auch die Geschwindigkeit der Dimerreparatur 
um Ca. 60% an (vgl. Steigung der Geraden in Abb. 4.15). Dies fuhrt dazu, 
daÂ beide Kulturen, obwohl sie eine unterschiedliche a b  s o lu t e Repara- 
turrate besitzen, eine annÃ¤hern gleiche r e 1 a t iv e Reparaturrate aufweisen 
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(Quotient aus der Ausgangskonzentration und der Reparaturgeschwindig- 
keit; s. Geradengleichung in Abb. 4.15). 
25 
Â 10 min UVB 
y = 21,1 - 0,24x R2= 0,99 
- 20 rnin UVB 
y = 12,2 - 0,15x R2= 0,98 
Reparaturdauer (min) 
Abb. 4.15: Abnahme der T[]T-Konzentration in UVB-bestrahlten Kulturen von P. 
pseudodenticulata in AbhÃ¤ngigkei von der Reparaturdauer. Dargestellt sind die Mit- 
telwerte und ihre Standardabweichungen aus vier unabhÃ¤ngige Versuchen. 
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4.2 Vorkommen und Regulation von Mykosporin-Ã¤hnliche 
AminosÃ¤ure (MAAs) 
4.2.1 UV-Absorption verschiedener Algenkulturen 
Von insgesamt 9 Diatomeenkulturen sowie von Phaeocystis antarctica, die 
hauptsÃ¤chlic in Kolonieform vorlag, wurden in vivo- und Extrakt-Ab- 
sorptionsspektren erstellt (Abb. 4.16A & 4.16.B). Alle Kulturen waren zu- 
vor fÃ¼ mehrere Generationen im PAR-Feld einer mittleren Bestrahlungs- 
stÃ¤rk von 100 pmol Photonen m'2 s" gehaltert worden. 
Aufgrund der photosynthetischen Pigmente besitzen alle Absorptions- 
spektren ein Maximum im Bereich zwischen 440 und 460 nm (Absorption 
von Chlorophyllen und Carotinoiden) sowie ein weiteres Maximum zwi- 
schen 660 und 680 nm (Absorption von Chi a )  (Abb. 4.16A & 4.16B). Die 
meisten der Kulturen haben auÃŸerde ein deutliches Absorptionsmaximum 
im ultravioletten WellenlÃ¤ngenbereic zwischen 320 und 340 nm. Bei den 
Diatomeen lag das Absorptionsmaximum in viv0 zwischen 330 und 
333 nm (Abb. 4.16A) bzw. im Extrakt zwischen 333 und 337 nm (Abb. 
4.16B). Die hÃ¶chste W-Absorptionen, normiert auf das Maximum der 
Absorptionslinie des Chla bei 676 nm (in vivo) bzw. 664 nm (Extrakt), 
zeigten Kulturen von Porosira, Thalassiosira und Stellarirna. Andere Dia- 
tomeenkulturen wie Fragilariopsis und Chaetoceros (1) zeigten dagegen 
nur geringe Absorptionen in diesem WellenlÃ¤ngenbereic (Abb. 4.16A & 
4.16B). 
Im Vergleich zu den untersuchten Diatomeen war das W-Absorp- 
tionsmaximum von Phaeocystis-Kolonien zu kÃ¼rzere WellenlÃ¤nge hin 
verschoben und lag zwischen 3 15 und 320 nm (in vivo) bzw. 320 und 
327 nm (Extrakt). Die relativ zur Chl a-Absorption gemessene W-Ab- 
sorption war bei Phaeocystis 3- 1 Ofach hÃ¶he als bei den Diatomeen (Abb. 
4.16A & 4.16B). 
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Abb. 4.16A: In vivo-Absorptionsspektren verschiedener Diatomeen-Kulturen und Kolonien 
von Phaeocystis antarctica, normiert auf das Maximum der Absorptionslinie des Chl a bei 676 
nm. Die Kulturen waren zuvor im PAR-Feld bei 100 pmol Photonen m-2 s-I gewachsen. Die 
mittlere KoloniegrÃ¶Ã fÃ¼ Phaeocystis antarctica betrug 800-1400 um. Zu beachten ist die 
unterschiedliche Skalierung der y-Achsen. Die grauen Balken kennzeichnen das Maximum der 
Absorption im UV-WellenlÃ¤ngenbereic zwischen 320 und 350 nm. 
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Abb. 4.16B: Extrakt-Absorptionspektren verschiedener Diatomeen-Kulturen und Kolonien 
von Phaeocystis antarctica, normiert auf das Maximum der Absorptionslinie des Chl a bei 
664 nm. Wachstumsbedingungen wie in Abb. 4.16A. Zu beachten ist die unterschiedliche 
Skalierung der y-Achsen. Die grauen Balken kennzeichnen das Maximum der Absorption im 
UV-WellenlÃ¤ngenbereic zwischen 320 und 350 nm. 
82 ERGEBNISSE 
4.2.2 Identifizierung der MAAs & Bestimmung des MAA-Gehaltes 
Zur Identifizierung der im W-Bereich absorbierenden Substanzen wurden 
aus den methanolischen Extrakten der verschiedenen Kulturen die einzel- 
nen Substanzen chromatographisch aufgetrennt. Die Identifikation der 
getrennten Substanzen erfolgte Ã¼be ihre Retentionszeit und ihr Absorp- 
tionsmaximum im Vergleich zu Standardsubstanzen. In Abb 4.17 sind Bei- 
spiele von Chromatographiespektren aus Extrakten von T. tumida und 
P. pseudodenticulata sowie die entsprechenden Absorptionsspektren der 
isolierten Fraktionen dargestellt. 
5 A T. tumidu 
I 2 3 4 
Retentionszeit (min) 
WellenlÃ¤ng (nm) 
Abb. 4.17: HPLC-Chromatogramm 
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der methanolischen Extrakte sowie 
Absorptionsspektren der veischiedenen Fraktionen von T tumida (A) und 
P. pseudodenticulata (B). Die Mykosporin-Ã¤hnliche AminosÃ¤ure (MAAs) wurden bei 
ihrer maximaien Absorption detektiert und identifiziert als: 1 = Mykosporin-Glycin 
(Lmax= 3 10 m ) ;  2 = Shinorin (Lmax= 335 nm); 3 = Porphyra-334 (Lmax= 335 m ) ;  
S = Salze und nicht identifizierte Substanzen. 
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In allen untersuchten Diatomeenkulturen trat Porphyrs-334 als die hÃ¤u 
figste Mykosporin-Ã¤hnlich AminosÃ¤ur auf. In Abb. 4.18 sind die relati- 
ven MAA-Konzentrationen sowie der Gesamt-MAA-Gehalt fur drei Diato- 
meenkulturen, T antarctica, T tumida und P. pseudodenticulata darge- 
stellt. Shinorin wurde ebenfalls in allen untersuchten Diatomeen gefunden, 
allerdings in wesentlich geringeren Konzentrationen (<5% des Gesamt- 
MAA-Gehaltes). In P. pseudodenticulata konnte noch eine dritte MAA, 
Mykosporin-Glycin, identifiziest werden. Ihr Anteil am Gesamt -W-Ge-  
halt betrug Ca. 17% (Abb. 4.18). 
Bei Phaeocystis-Kulturen erlaubte die fur die Diatomeen verwendete 
HPLC-Methode keine ausreichende Trennung der verschiedenen Fraktio- 
nen. Aufgrund der Retentionszeiten und ihres Absorptionsverhaltens wur- 
den die W-absorbierenden Substanzen jedoch den MAAs zugerechnet. 
Dies entspricht auch den Ergebnissen der Untersuchung von Bidigae et al, 
(1 996). 
Gesamt-MAA-Gehalt 
pro Zelle 
T. antarctica 
P. pseudodenticulata 
0 
0,08 pmol 
0,15 pmol 
0,32 pmol 
Relativer MAA-Gehalt pro Zelle (%) 
Mykosporin-Glycin 
Shinorin 
Porphyra-334 
Abb. 4.18: Relativer Gehalt an Mykosposin-Ã¤hnliche AminosÃ¤ure (MAAs) sowie 
Gesamt-MAA-Gehalt in Kulturen in verschiedenen Diatomeenk~ilturen. Die Kulturen 
wurden im PAR-Feld bei 100 pmol Photonen m-2 s-1 gehaltert. Des abgeschÃ¤tzt 
Maximalfehler des zellulÃ¤re MAA-Gehaltes liegt bei 10%. 
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Der hohe zellulÃ¤r MAA-Gehalt bei P. pseudodenticulata und T. tumida 
zwischen 0,15 und 0,32 pmol (Abb. 4.18) lieÃ vermuten, daÃ hauptsÃ¤ch 
lich MAAs fÃ¼ die in viv0 und in vitro-Absorption dieser Kulturen im 
WellenlÃ¤ngenbereic zwischen 320 und 340 nm verantwortlich sind. Die 
lineare Korrelation des Gesamtgehaltes W-absorbierender Substanzen, 
gemessen als zellulÃ¤re Absorptionskoeffizient (Auv/Zelle), mit dem zellulÃ¤ 
ren MAA-Gehalt von Kulturen von P, pseudodenticulata und T tumida 
bestÃ¤tig diese Annahme (Abb. 4.19). Im folgenden wurde deshalb der Ge- 
samtgehalt der UV-absorbierenden Substanzen als indirekte 
des zellulÃ¤re MAA-Gehaltes verwendet. 
Bestimmung 
ZellulÃ¤re MAA-Gehalt (pmol) 
Abb. 4.19: AbhÃ¤ngigkei des zellulÃ¤re Absorptionskoeffizienten (Auv/Zelle) vom zel- 
lulÃ¤re MAA-Gehalt bei P, pseudodenticulutu und T tumidu. Zu beachten sind die un- 
terschiedlichen Skaliemgen der beiden Achsen. Die Daten stammen aus Kulturen, die 
bei Strahlung unterschiedlicher StÃ¤rk oder unterschiedlicher spektraler Zusammenset- 
zung exponiert waren (vgl. nachfolgende Untersuchungen). 
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4.2.3 AbhÃ¤ngigkei der MAA-Bildung von der Zell- und Kolonie- 
groÃŸ 
Der Gesamtgehalt an W-absorbierenden Substanzen (gemessen als 
Auv/Zelle) wies groÃŸ Unterschiede zwischen verschiedenen Diatomeen- 
kulturen und Kulturen von Phaoecystis antarctica auf (Tab. 4.3). Alle 
Kulturen waren vor der Messung fur mindestens fÃ¼n Generationen irn 
PAR-Feld bei 100 pmol Photonen m-2 s-' gehÃ¤lter worden. GroÃŸ Zellen, 
wie P. pseudodenticulata und C. centralis (mittlerer Radius zwischen 21 
und 30 pm), wiesen einen hÃ¶here Gehalt auf als kleinere Zellen, z.B. 
F, linearis und Chaetoceros sp. (1) (mittlerer Radius zwischen 1 und 
5 pm). Diese Tendenz lÃ¤Ã sich auch bei verschiedenen Klonen mit unter- 
schiedlicher ZellgrÃ¶Ã beobachten. So weist z.B. T. antarctica (2) (mittle- 
rer Radius 24 pm) gegenÃ¼be der kleineren T antarctica (1) (mittlerer Ra- 
dius 11 pm) einen mehr als dreifach hÃ¶here Gehalt auf (Tab. 4.3A). 
Da ZÃ¤hlunge von Zellen aus Kolonien von Phaeocystis antarctica einen 
groÃŸe Fehler aufweisen, wurde fur hier als MaÃ fÃ¼ den Gehalt an W- 
absorbierenden Substanzen das VerhÃ¤ltni der Absorption im W-Maxi- 
mum zur Absorption des Chla bei 664 nm verwendet (Auv,664). Mit zu- 
nehmendem Radius der Kolonien nahm der Gehalt an W-absorbierenden 
Substanzen zu (Tab, 4.3B). GroÃŸ Kolonien mit einem mittleren Radius 
zwischen 800 und 1400 pm weisen einen mehr als doppelt so hohen Ge- 
halt auf als Kolonien mit einem Radius zwischen 50 und 100 pm. 
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Tab. 4.3: Gehalt an UV-absorbierenden Substanzen, Zell- und Kolonieradius sowie die 
aus den in vivo-Absorptionen berechneten Abschirmungsfaktoren (S) fÃ¼ Diatomeen (A) 
und Phaeocystis antarctica unterschiedlicher KoloniegrÃ¶Ã (B ) ,  Der Gehalt an UV-ab- 
sorbierenden Substanzen ist fur die Diatomeen als zellulÃ¤re Absorptionskoeffizient 
(A uv/Zelle) und fÃ¼ Phaeocystis antarctica als A "",(34 dargestellt. Die Zahlen in den 
Klammern bezeichnen verschiedene Klone einer Diatomeenart. 
Valven-Radius Auv/Zelle S 
A) Diatomeen ( W )  (cm2 10-~ )  
Thalassiosira tutnida 12,9 10,O 0,47 
Thalussiosira antarctica (1) 11,l 3,9 0,34 
Thalassiosira anturctica (2) 24,4 17,O 0,43 
Porosirapseudodenticuluta (1) 21,2 25,9 0,50 
Porosira pseudodenticulata (2) 30,O 35,l 0,47 
Chaetoceros sp. (1) 4,7 %I 0,09 
Chaetoceros sp. (2) 5 3  1 ,o 0,22 
Proboscia inerrnis L1 0,s 0,04 
Porosira glacialis 14,l 11,s 0,40 
Stellarirna microtrias 11,7 X6 0,26 
Cosinodiscus centralis 23,l 68,2 0,50 
Fragilariopsis linearis G? 0,05 0,05 
Fragilariopsis cylindrus 1,s < 0,Ol 0,03 
B )  Phaeocystis unturcticu Radius (pm) At~1664 S 
Koloniegroj'e optische Einheit 
Klein Kolonie 50- 100 18,s 0,65 
Zelle 3,s 0,76 
Mittel Kolonie 200-400 25,2 0,70 
Zelle 3 ,5 0,87 
GroÃ Kolonie 800- 1400 48,3 0,72 
Zelle 3,s 0,94 
- 
Zur Beurteilung des Schutzwirkung von W-absorbierenden Substanzen 
ist es wichtig, den Anteil der schÃ¤digende W-Strahlung zu kennen, der 
von ihnen tatsÃ¤chlic absorbiert wird. Mit Hilfe des von Garcia-Piche1 
(1 994) entwickelten Modells wurden mit Hilfe des gemessenen MAA-Ge- 
halte fÃ¼ verschiedene Diatomeenkultusen sowie Kolonien und Einzelzellen 
von Phaeocystis antarctica sogenannte Abschismungsfaktosen f i s  W- 
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Strahlung (t'Sunscreenfactors't, S) berechnet (s. Kap. 3.3.3). Alle Kulturen 
waren zuvor fur mindestens 5 Generationen unter Standardlichtbe- 
dingungen von 100 pmol Photonen m'* s"' gehaltert worden. Bei der Be- 
rechnung der Abschirmungsfaktoren wurde angenommen, daÂ die UV- 
absorbierenden Substanzen homogen in der Zelle oder Kolonie verteilt sind 
und sich die zu schÃ¼tzend Struktur (z.B. DNA) im Zentrum der Zelle be- 
findet. Die Werte von S sind wellenlÃ¤ngenabhÃ¤ng und kÃ¶nne zwischen 
I (alle Photonen werden absorbiert) und 0 (keine Absorption) variieren. 
Die aus den in vivo-Absorptionen berechneten Abschirmungsfaktoren 
lagen fur die verschiedenen Diatomeenkulturen zwischen 0,03 und 0,50 
(Tab. 4.3A). FÃ¼ kleinere Zellen wie Fragilariopsis und Chaeto- 
ceros sp. ( I )  mit einem mittleren Radius von <5 pm wurden nur sehr ge- 
ringe Abschirmungsfaktoren berechnet (S<0, 10). GrÃ¶ÃŸe Zellen wie 
P. pseudodenticulata (2) mit einem mittleren Radius von 30 ,um zeigten 
dagegen Werte bis zu 0,50. In Abb. 4.20 wurden die Abschirmungsfakto- 
ren gegen den Radius der Zellen aufgetragen. Daraus ist zu erkennen, daÂ 
mit zunehmendem Radius der Zellen die Werte fÅ  ¸ die Abschirmungsfakto- 
ren deutlich ansteigen. 
Da Ã¼be die Lokalisation der UV-absorbierenden Substanzen in Phaeo- 
cystis-Kolonien nur wenig bekannt ist, wurden die Abschirmungsfaktoren 
fÅ¸  die Kolonien und die Einzelzellen berechnet. Bei der Annahme, daÂ sich 
die UV-absorbierenden Substanzen hauptsÃ¤chlic in der Koloniematrix be- 
finden, ergeben sich Abschirmungsfaktoren zwischen 0,65 und 0,72. Un- 
ter der Annahme, daÂ die MAAs in den Zellen lokalisiert sind, ergeben sich 
wesentlich hÃ¶her Faktoren von bis zu 0,94 (Tab. 4.3B). Diese Werte lie- 
gen weit oberhalb der Werte fur Diatomeen gleicher GrÃ¶Ã (Abb. 4.20). 
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Abb. 4.20: Abschirmungsfaktoren fÃ¼ UV-Strahlung (S) fÃ¼ verschiedene Diatomeen- 
Kulturen in AbhÃ¤ngigkeitde Zellradius (Â¥ und fur Phaeocystis anfurctica, berechnet auf 
die gesamteKolonie (A) oder einzelne Zellen (A). 
4.2.4 MAA-Bildung und -Abbau in AbhÃ¤ngigkei von der Wellen- 
lÃ¤nge Dauer und dem Photonenflufi der Bestrahlung 
FÃ¼ die Untersuchungen Ã¼be die Bildungund den Abbau von MAAs wur- 
den Diatomeenkulturen ausgewÃ¤hlt die im PAR-Feld bei mittleren Be- 
strahlungsstÃ¤rke von 100 pmol Photonen m '  s" einen relativ hohen MAA- 
Gehalt besitzen. Die dafur am besten geeigneten Kulturen waren P. pseu- 
dodenticulata, T. tumida und T. antarctica (Absorptionscharakteristika 
vgl. Abb. 4.16 & Tab. 4.3). FÃ¼ die Untersuchungen mit Phaeocystis 
antarctica wurden Kulturen verwendet, deren KoloniegrÃ¶Ã im mittleren 
Bereich zwischen 200 und 400 pm lag. 
Bildung von MAAs in AbhÃ¤ngigkei des Photonenflusses 
Zur Untersuchung der AbhÃ¤ngigkei der MAA-Bildungvom PhotonenfluÃ 
der photosynthetisch wirksamen Strahlung wurden verschiedene Diato- 
meen-Kulturen fÅ  ¸ mindestens drei Wochen an 7 oder 8 unterschiedliche 
BestrahlungsstÃ¤rke zwischen 20 und 350 pmol Photonen m'2 s '  akklima- 
tisiert. Mit steigendem PhotonenfluÃ kam es bei P. pseudodenticulata, 
T. tumida und T. antarctica zu einem linearen Anstieg im MAA-Gehalt 
(gemessen als Ayv/Zelle) (Abb. 4.21). Bei der hÃ¶chste PAR-Einstrahlung 
von 350 pmol Photonen m'2 s" wurde bei allen drei Kulturen keine SÃ¤tti 
gung des MAA-Gehaltes in der Zelle erreicht. FÃ¼ diese Diatomeen kann 
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somit von einer linearen Dosis-Wirkungsbeziehung der MAA-Bildung fÃ¼ 
den Bereich zwischen 20 und 350 pmol Photonen m"^ s"' ausgegangen 
werden. 
0 P. pseudodenticulata 
50 - 
.+ 
y = 7,1 + 0,12 X R'-= 0,93 
0 I I I I I I I 
T. antarctica 
Photonenflui3 (pmol Photonen m ^ s  
Abb. 4.21: ZellulÃ¤re Absorptionskoeffizient (Auv/Zelle) in AbhÃ¤ngigkei vom Photo- 
nenfid in Kulturen von P. pseudodenticulata, T. tumida und T. antarctica. Die Kulturen 
wuchsen zuvor fÃ¼ mindestens 10 Teilungen im PAR-Feld bei BestrahlungsstÃ¤rke zwi- 
schen 20 und 350 pmol Photonen m-2 s-1. 
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Abbau von MAAs 
Wurden Diatomeen- und Phaeocystis-Kulturen, die zuvor unter PAR von 
100 pmol Photonen mS2 s"' gehalten wurden, in Rotlicht oder Gelblicht 
gleichen Photonenflusses gebracht (VersuchsdurchfÅ¸hrun s. Abb. 3.3), 
so nahm mit zunehmender Wachstumsdauer der mittlere zellulÃ¤r UV-Ab- 
sorptionskoeffizient und somit der mittlere MAA-Gehalt in den Zellen ab. 
Der zeitliche Verlauf dieser Abnahme ist in Abb. 4.22 exemplarisch fur die 
Diatomee P. pseudodenticulata dargestellt. Nach insgesamt 4 Zellteilungs- 
inte~vallen (Tag 21) war der zellulÃ¤r MAA-Gehalt auf 5% der An- 
fangskonzentration ausgedÃ¼nn (Abb. 4.22). Die inverse Ãœbereinstimmun 
der aus den DatensÃ¤tz berechneten Exponentialfunktionen sowie der Ã¼be 
die ganze Versuchsdauer Ã¼be konstant gebliebene MAA-Gehalt der Ge- 
samtkultur (Produkt aus Zellkonzentration und Absorptionskoeffizienten) 
weisen daurauf hin, daÂ die MAAs durch die fortlaufende Teilung ausge- 
dÃ¼nn und nicht aktiv abgebaut wurden. 
P.  pseudodenticulata 
- y = 22,2 * eA(-0,16x) R= 0,998 0 
0 4 8 12 16 20 24 
Zeit (d) 
Abb. 4.22: Zeitlicher Verlauf der Zellkonzentration (0) und des mittleren zellulÃ¤re 
Absorptionskoeffizienten (Auv/Zelle) (A) von P. pseudodenticulata nach einem Wechsel 
von PAR (400-700 nm) in Gelblicht gleichen Photonenflusses. (ReprÃ¤sentative 
Ergebnis). 
Eine Reduktion des mittleren zellulÃ¤re MAA-Gehaltes wurde auch bei 
sich noch teilenden Kulturen in Dunkelheit (Versuchsdurchfuhrung s. 
Abb.3.3) beobachtet. In Abb.4.23 ist dies fÅ  ¸ Ttumida und 
P. pseudodenticulatu fÃ¼ eine Dunkelperiode von insgesamt 62 Tagen dar- 
gestellt. Die Abnahme des MAA-Gehaltes in den ersten 10 Tagen der Dun- 
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kelperiode um 60% (T. antarctica) oder 35% (P. pseudodenticulata) ent- 
sprach einer gleichzeitigen Zunahme der Zellzahl um 60% bzw. 42%. Da- 
nach blieb fur die gesamte Dauer der Dunkelperiode sowohl die Zellzahl als 
auch der mittlere zellulÃ¤r MAA-Gehalt konstant. Nach dieser Dunkel- 
periode waren die Zellen noch teilungsfahig und zeigten, wenn sie wieder 
in Licht gebracht wurden, nach einer kurzen Erholungsphase wieder 
Wachstumsraten wie vor der Dunkelphase. DaÂ nach einer Dunkelphase 
von bis zu 272 Tagen Diatomeenzellen noch lebensfghig waren, konnte 
auch in den Untersuchungen von Peters & Thomas (1996) gezeigt wer- 
den. Die Kulturen konnten nach dieser Dunkelperiode wieder Zellteilungs- 
und Photosyntheseraten erreichen, die denen vor der Dunkelphase ent- 
sprachen. 
I 
l ' l ' l ' ! ' l ' l '  I 0  
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Zeit in Dunkelheit (d) 
Abb. 4.23: Zeitlicher Verlauf der Zellkonzentration (Zellen ml-I) (0) und des zellulÃ¤re 
Absorptionskoeffizienten (Anv/Zelle) (A) in Kulturen von T. antarctica und 
P. pseudodenticulata in fortlaufender Dunkelheit. Zuvor waren die Kulturen in PAR 
eines Strahlungsflusses von 100 pmol Photonen m-2 s-I gehaltert worden. 
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Akkumulation von MAAs in AbhÃ¤ngigkei der WellenlÃ¤ng 
Wurden Kulturen, die unter Gelb- oder Rotlicht gehÃ¤lter wurden und so- 
mit nur einen geringen MAA-Gehalt aufwiesen (vgl. Abb. 4.22), wieder in 
PAR (d.h. inklusive Blaulicht) gleichen Photonenflusses gebracht, so nahm 
der MAA-Gehalt der Kulturen zu. Dieses Ergebnis aus Voruntersuchungen 
lieÃ vermuten, daÂ die Bildung von MAAs wellenlÃ¤ngenabhÃ¤ng ist. 
Zur genaueren Untersuchung des fur die Induktion wirksamen Wellen- 
lÃ¤ngenbereiche wurden Kulturen von T. tumida, P. pseudodenticulata und 
Kolonien von Phaeocystis antarctica, die fur mindestens 2 Wochen in 
Gelblicht gewachsen waren, im UV/PAR-Feld mit Strahlung unterschiedli- 
cher WellenlÃ¤ng bestrahlt (Versuchsdurchfuhrung s. Abb. 3.4). Mit zu- 
nehmend kurzwelligerem Anteil der Strahlung, kam es in allen Kulturen 
auch zu einer Zunahme der UV-Absorption (gemessen als A u ~ , 6 6 4  oder 
Auv/Zelle) und somit des MAA-Gehaltes (Abb. 4.24A & 4.24B). Es kÃ¶n 
nen drei unterschiedliche Phasen der MAA-Akkumulation beobachtet wer- 
den: eine Anfangs- oder VerzÃ¶gerungsphas von 12-24 h, in der der zellu- 
lÃ¤r MAA-Gehalt konstant und gering ist, eine zweite, exponentielle Phase, 
in der der Gehalt mit der Bestrahlungsdauer ansteigt, und eine SÃ¤ttigungs 
phase, bei der der MAA-Gehalt nach 72-144 h Bestrahlung ein Maximum 
erreicht (Abb. 4.24A & 4.24B). FÃ¼ die MAA-Bildung war bei allen unter- 
suchten Algenkulturen Dauerbestrahlung notwendig (s. auch Abb. 4.21). 
Eine kurze induzierende Bestrahlung von 4 h fÃ¼hrt auch nach insgesamt 
48stÅ¸ndige Wachstum in Gelblicht zu keiner ErhÃ¶hun des MAA-Gehal- 
tes (nicht dargestellte Ergebnisse). 
7 P. pseudodenticulata 
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Abb. 4.24: Zeitlicher Verlauf der MAA-Akkumulation bei Bestrahlung im 
UVIPAR-Feld unter den angegebenen Kantenabsorptionsfiltem (Versuchs- 
durchfiihrung s. Kap. 3.2.2). Die Kulturen waren vor Bestrahlungsbeginn unter 
Gelblicht gehÃ¤lter worden. Dargestellt sind die Mittelwerte und ihre Stan- 
dardabweichungen aus 4 unabhÃ¤ngige Versuchen. 
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Die in Abb. 4.24 dargestellten Ergebnisse weisen auf eine WellenlÃ¤ngen 
abhÃ¤ngigkei der MAA-Bildung hin, da mit zunehmend kurzwelligerem 
Anteil der Strahlung der MAA-Gehalt der Kulturen ansteigt. Da gleichzeitig 
jedoch auch die eingestrahlte Strahlungsdosis zunimmt (vgl. Abb. 3.1 & 
Tab. 3.2), kann aus diesen Daten nicht eindeutig auf eine WellenlÃ¤ngenab 
hÃ¤ngigkei geschlossen werden. Zur Erstellung einer sogenannten "Wir- 
kungskurve" der MAA-Bildung wurde deshalb die Zunahme der in Abb. 
4.24 dargestellten MAA-Gehalte auf die gleiche eingestrahlte Energiedosis 
bezogen und gegen die mittlere WellenlÃ¤ng aufgetragen (Abb. 4.25). Als 
mittlere WellenlÃ¤ng wurde dabei der Medianwert des polychromatischen 
Differenzsspektrums verwendet (s. Kap. 3.3.5). Zur Berechnung der 
MAA-Zunahme wurden die MAA-Gehalte im Maximum ihrer Bildung ver- 
wendet (vgl. Abb. 4.24). In Abb. 4.25 sind die resultierenden Wirkungs- 
kurven der MAA-Bildung fur die beiden Diatomeen P. pseudodenticulata 
und T. tumida sowie fÃ¼ Phaeocystis-Kolonien dargestellt. Die Wirkung 
wurde normiert, indem die jeweils maximale Wirkung als 100% gesetzt 
wurde. Die Balken Ã¼be den Kurven reprÃ¤sentiere die 90%ige Bandbreite 
des WellenlÃ¤ngenbereiches in dem sich die aufgetragene Wirkung bewe- 
gen kann. 
Bei beiden Diatomeen-Kulturen sowie Phaeocystis-Kolonien weisen die 
resultierenden Wirkungskurven auf eine WellenlÃ¤ngenabhÃ¤ngigke der 
MAA-Bildung hin (Abb. 4.25). Bei Diatomeen ist vor allem Blau- und UVA- 
Strahlung (mittlere WellenlÃ¤ng 463 und 367 nm) wirksam fur die MAA- 
Bildung (Abb. 4.25). UVB-Strahlung (mittlere WellenlÃ¤ng 325 nm) und 
lÃ¤ngerwellig Strahlung bei 520 nm zeigen dagegen nur eine geringe 
Wirksamkeit. Im Vergleich zu den Diatomeen ist bei Kolonien von 
Phaeocystis antarctica die Wirksamkeit der Strahlung zu kÃ¼rzere Wellen- 
lÃ¤nge verschoben (mittlere WellenlÃ¤ng 347 nm und 325 nm), UVB- 
Strahlung (mittlere WellenlÃ¤ng 325 nm) hat hier eine deutlich induzierende 
Wirkung auf die MAA-Bildung (Abb. 4.25). 
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Abb. 4.25: Relative Wirksamkeit der MAA-Bildung in AbhÃ¤ngigkei des eingestrahlten 
WellenlÃ¤ngenbereiche bei P. pseudodenticulata (A), T. tumida (D) und Phaeocystis-Ko- 
lonien (e). Die Balken bezeichnen die Bandbreite, in der sich die beim Medianwert auf- 
getragene Wirkung bewegt. 
Durch die MAA-Akkumulation wurde das Absorptionsmaximum der 
Extrakte im Maximum der MAA-Absorption zwischen 330 und 340 nm 
nicht oder nur geringfugig verschoben (Abb. 4.26). Dies deutet darauf hin, 
daÂ die relativen Konzentrationen der verschiedenen MAAs durch die Be- 
strahlung kaum verÃ¤nder werden. Eine genauere Untersuchung der MAAs 
bei P. pseudodenticulata belegt diese Annahme (Abb. 4.26A, kleine Gra- 
phik). 
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P. pseudodenticulata 
MAAs (% an1 Gesamtgehalt) 
Mycosporin-Glycin 
E Shinorin 
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Phaeocystis antarctica 
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WellenlÃ¤ng (nm) 
Abb. 4.26: Extrakt-Absorptionsspektren von P. pseudodenticulata (A) und Kolonien 
von Phaeocystis antarctica (B), 6 Tage nach der Bestrahlung im UVIPAR-Feld unter 
verschiedenen Kantenabsorptionsfiltern (1 = WG 320, 2 = WG 335, 3 = WG 360, 
4 = GG 420, 5 = >460 nm). Strahlungsbedingungen wie in Abb. 4.24. Zu beachten ist 
die unterschiedliche Skalierung der y-Achse. Die kleine Graphik in A zeigt die relative 
Verteilung der aus den Extrakten isolierten MAAs. 
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4.3 Schutzwirkung von MAAs vor W-SchÃ¤digunge 
In Kap. 4.2.3 wurde eine potentielle Schutzwirkung der MAAs in ver- 
schiedenen Diatomeen-Kulturen sowie Kolonien von Phaeocystis antarctica 
mit Hilfe der sogenannten Abschirmungsfaktoren abgeschÃ¤tzt Der in 
diesem Kapitel gewÃ¤hlt experimentelle Ansatz, eine Schutzwirkung der 
MAAs nachzuweisen, basiert auf dem Vergleich des Schadensumfangs 
nach schÃ¤digende UVB- oder UVA-Strahlung in AbhÃ¤ngigkei vom MAA- 
Gehalt. Dazu wurden Kulturen gleicher Art, aber unterschiedlichen MAA- 
Gehaltes verwendet: Wie in Kap. 4.2 gezeigt wurde, weisen Kulturen, die 
bei einem niedrigen PAR-PhotonenfluÃ oder in Gelblicht gehÃ¤lter worden 
sind, nur einen geringen MAA-Gehalt auf. Die MAA-Bildung kann jedoch - 
bei groÃŸe Diatomeen wie T. tumida und P. pseudodenticulata sowie Ko- 
lonien von Phaeocystis antarctica - durch PAR mit hohem PhotonenfluÃ 
oder durch Blau/UV-Strahlung induziert werden. FÃ¼ die folgenden Unter- 
suchungen wurden beide MÃ¶glichkeite zur MAA-Induktion verwendet: 
1.  Kulturen, die zuvor unter Gelblicht von 100 pmol Photonen m'2 s" ge- 
haltest worden waren, wurden zur MAA-Induktion mit UVBlau- 
Strahlung des gleichen Photonenflusses bestrahlt (Bestrahlung im 
UVIPAR-Feld unter WG 335; s. Abb. 3.1 & Tab. 3.2). Sie werden im 
folgenden als "induzierte" Kulturen bezeichnet. 
2. Kulturen, die zuvor unter PAR eines geringen Photonenflusses von 
50 pmol Photonen m 2  s gehÃ¤lter worden waren (Schwachlicht akkli- 
matisierte Kulturen (LL); Bestrahlung im PAR-Feld, s. Abb. 3.1 & 
Tab. 3.2), wurden zur MAA-Induktion in PAR eines hohen Photonen- 
flusses von 180 pmol Photonen m'2 s" gebracht (Starklicht akklimati- 
sierte Kulturen (HL)). 
Als Indikatoren fÃ¼ die SchÃ¤digunge durch UVA- und UVB-Strahlung 
wurden in den folgenden Untersuchungen die Bildung von Cyclobutyl-Py- 
rimidindimeren (CPD), die Ãœberlebensrat der Zellen sowie die Quanten- 
ausbeute des Photosystems I1 verwendet. 
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4.3.1 Dimerbildung 
Durch Exposition im UVBlau-Feld nimmt nicht nur der zellulÃ¤r MAA-Ge- 
halt, sondern auch die Photoreaktivierungsrate zu (vgl. Abb. 4.13 & 
Abb. 4.14). Es kommt somit unter photoreaktivierenden Strahlungs- 
bedingungen zu einer Ãœberlagerun dieser beiden Effekte. Um eine 
Schutzwirkung der MAAs vor Dimerbildung zu untersuchen, wurde des- 
halb in den nachfolgenden Experimenten die Dimerkonzentration direkt 
nach der UVB-Bestrahlung gemessen. Dadurch wurde eine Photoreaktivie- 
rung grÃ¶ÃŸtentei ausgeschlossen (vgl. Kap. 4.1). 
Um MAAs zu induzieren, wurden Kulturen von T. tumida, die zuvor in 
Gelblicht gehÃ¤lter wurden, fÃ¼ drei Tage mit UV/Blau bestrahlt. Dadurch 
nahm der zellulÃ¤r MAA-Gehalt von 0,05 auf 0,18 pmol zu. Danach wur- 
den die Kulturen fÅ¸  10 min im UVB-Feld bei 5 W m "  schÃ¤digen bestrahlt 
und der Thymindimer-(T[]T)-Gehalt unter Verwendung des Radioirnmu- 
noassays (NA,  s. Kap. 3.3.6) sowohl direkt nach der UVB- als auch nach 
einer photoreaktivierenden UVA-Bestrahlung von 60 min gemessen. Der 
mehr als dreifach hÃ¶her MAA-Gehalt in "induzierten" Kulturen hatte keine 
Auswirkung auf die Bi  1 d U n g der Dimere in den Zellen (Abb. 4.27). Da- 
gegen resultierte die induzierende BlauIUVA-Vorbestrahlung in einer deut- 
lich hÃ¶here Dimer-R e p a r a t U r . Innerhalb 60 min wurden in diesen 
Kulturen mehr als 60% der Dimere wieder repariert, wÃ¤hren die nicht in- 
duzierten Kontrollkulturen nur eine geringe Dimer-Reparatur aufwiesen. 
Diese durch UVBlau induzierte ReparaturerhÃ¶hun entspricht den schon 
im vorigen Abschnitt dargestellten Ergebnissen Ã¼be die AbhÃ¤ngigkei der 
Photoreaktivierung von der Wellenlkge der Vorbestrahlung (vgl. 
Abb. 4.13 & Abb. 4.14). 
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Dimerbildung (RIA) 
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Abb. 4.27: Bildung und Repa- 
ratur von Thymindimeren (T[]T) 
bei Kulturen von T. tumida. Die 
Kulturen wurden vor der UVB- 
Bestrahlung in Gelblicht gehal- 
tert (Kontrolle) oder zur Induk- 
tion der MAA-Bildung mit 
UVIBlau vorbestrahlt (vorin- 
duziert). Dargestellt sind die 
Mittelwerte und ihre Standard- 
abweichungen aus 4 Parallelen. 
ohne PR mit PR 
In einem weiteren experimentellen Schritt wurde die Schutzwirkung der 
MAAs vor Dimerbildung bei P. pseudodenticulata und Kolonien von 
Phaeocystis antarctica untersucht. Der Gesamt-CPD-Gehalt wurde im en- 
zymgekoppelten Immunoassay (ELISA, s. Kap. 3.3.6) gemessen. Eine Zu- 
nahme des MAA-Gehaltes in den Kulturen wurde durch Bestrahlung mit 
einem hohen PAR-PhotonenfluÃ von 180 pmol Photonen m '  s" erreicht 
(HL akklimatisierte Kulturen). Nach insgesamt 180 h stieg der MAA-Gehalt 
im Vergleich zu Kulturen, die weiterhin bei geringem PhotonenfluÃ von 
50 pmol Photonen m"2 s" gehalten wurden (LL akklimatisierte Kulturen), 
um das dreifache (P. pseudodenticulata) bzw. funffache (Phaeocystis 
antarctica) an. Diese Zunahme des MAA-Gehaltes hatte jedoch bei 
P. pseudodenticulata keine Auswirkung auf die durch UVB gebildeten Di- 
mere (Abb. 4.28). Eine deutliche Reduktion der Dimerbildung konnte da- 
gegen bei Phaeocystis antarctica gemessen werden. Kulturen, die zuvor 
unter HL gehaltert wurden, zeigten im Vergleich zu LL akklimatisierten 
Kulturen eine mehr als 50% geringere Dimerbildung (Abb. 4.28). 
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Abb. 4.28: Bildung von Cyclo-butyl-Pyrimidindimeren (CPD) in Schwachlicht (LL) und 
Starklicht (HL) akklimatisierten Kulturen. Die UVB-Bestrahlungsdauer betrug 15 rnin. 
Dargestellt sind die Mittelwerte und ihre Standardabweichungen aus 4 Parallelen eines 
Versuchsansatzes. 
4.3.2 Ãœberlebensrat 
Um die Schutzwirkung der MAAs auf der zellulÃ¤re Ebene zu untersuchen, 
wurden Kulturen von P. pseudodenticulata unterschiedlichen MAA-Ge- 
haltes sowohl direkt nach schÃ¤digende UVB- als auch nach photoreakti- 
vierender UVA-Bestrahlung zum weiteren Wachstum in Rotlicht gebracht 
und die Ãœberlebensrat der Zellen nach 8 Tagen Wachstum ermittelt (s. 
4.1.3). Die Induktion der MAAs erfolgte durch Blau/Ã¼VA-Bestrahlung 
Dabei stieg der MAA-Gehalt gegenÃ¼be den unter Gelblicht gehalterten 
Kontrollkulturen innerhalb von 120 h von 0,05 auf 0,40 pmolpro Zelle an. 
Diese Zunahme des MAA-Gehaltes hatte jedoch nur eine geringe Auswir- 
kung auf die Ãœberlebensrat (Abb. 4.29). 
Eine starke Zunahme der Ãœberlebensrat von bis zu 50% erfolgte erst 
durch eine auf die UVB-Exposition direkt folgende photoreaktivierende 
UVA-Bestrahlung. Dabei nahm die Ãœberlebensrat auch nach 5 h induzie- 
renden Vorbestrahlung um mehr als 30% zu (Abb. 4.29). 
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Abb. 4.29: Ãœberlebensrat von P. pseudodenticulata nach 5 h bzw. 120 h induzierender 
Blau/UV-Vorbestrahlung und 10 min schÃ¤digende UVB-Bestrahlung. Die Photoreakti- 
vierungsdauer betrug 60 min. 
4.3.3 Photoinhibition 
Im folgenden Kapitel wird die Wirkung von UVB- und UVA-Strahlung auf 
das Photosystem I1 (PS 11) sowie die Schutzwirkung der MAAs vor Pho- 
toinhibition bei Diatomeen und Phaeocystis antarctica untersucht. Als MaÃ 
fÃ¼ die Wirksamkeit des PS I1 wird die Quantenausbeute verwendet, die 
sich aus dem Quotienten der variablen Fluoreszenz (Fv) und der Maxirnal- 
fluoreszenz (Fm) ergibt (vgl. 3.3.4). 
Im ersten experimentellen Ansatz wurde bei Kolonien von Phaeocystis 
antarctica die Abnahme der Quantenausbeute in AbhÃ¤ngigkei von der 
Dauer und WellenlÃ¤ng der UV-Bestrahlung untersucht. Dazu wurden 
Kulturen, die zuvor unter PAR eines Photonenflusses von 
150 pmol Photonen m'* s"' gehÃ¤lter wurden, im UVBLJVA-Feld unter ver- 
schiedenen Kantenabsorptionsfiltern bestrahlt (Bestrahlungsspektren und 
EnergieflÃ¼ss s. Abb. 3.1 & Tab. 3.2). Mit zunehmender Bestrahlungs- 
dauer sowie mit zunehmendem Anteil kurzwelliger Bestrahlung nahm die 
Quantenausbeute Fv/Fm ab (Abb. 4.30). Eine starke und mit der UV-Be- 
strahlungsdauer zunehmende Abnahme war vor allem in Kulturen zu beob- 
achten, die einer hohen UVB-Strahlung bis zu WellenlÃ¤nge von 295 nm 
(WG 305) ausgesetzt waren. Die Abnahme der Quantenausbeute wird im 
folgenden als Photoinhibition bezeichnet. Dabei wird nicht unterschieden, 
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ob es sich um eine chronische Photoinhibition oder eine PhotoschÃ¤digun 
handelt. 
Phaeocystis antarctica 
Bestrahlungsdauer (min) 
Abb. 4.30: Zeit- und wellenlÃ¤ngenabhÃ¤ngi Abnahme der Quantenausbeute Fv/Fm in 
Kolonien von Phaeocystis antarctica. Die Bestrahlung der Kulturen erfolgte im 
UVBIUVA-Feld unter den angegebenen Kantenabsorptionsfiltern. Dargestellt sind die 
Mittelwerte und ihre Standardabweichungen aus 4 Parallelen. 
Zur weiteren Untersuchung des fur die Photoinhibition verantwortlichen 
WellenlÃ¤ngenbereiche sowie einer eventuellen Schutzwirkung der MAAs 
wurden Kulturen von P. pseudodenticulata, T. tumida und Kolonien von 
Phaeocystis antarctica fÃ¼ 3 h im UVA/Ã¼VB-Fel unter verschiedenen 
Kantenabsorptionsfiltern bestrahlt. Die Kulturen waren zuvor fÃ¼ 
mindestens 3 Wochen entweder an HL (1 80 pmol Photonen m'2 s") oder 
LL (50 pmol Photonen mV2 s"') akklimatisiert. HL-akklimatisierte Kulturen 
wiesen gegenÃ¼be LL-akklimatisierten Kulturen eine 3-5fach hÃ¶her MAA- 
Konzentration auf (nicht dargestellte Ergebnisse). 
Zur Erstellung von sogenannten "Wirkungskurven" fur die Photoinhibi- 
tion wurden fur aufeinanderfolgende Filter die Abnahme von Fy/Fm (in % 
der maximalen Abnahme) auf die gleiche Energiedosis normiert und gegen 
die mittlere WellenlÃ¤ng aufgetragen (Abb. 4.3 1). Als mittlere WellenlÃ¤ng 
wurde dabei der Medianwert des polychromatischen Differenzspektrums 
verwendet (s. Kap. 3.3.5). Die Balken Ã¼be den Kurven in Abb. 4.31 reprÃ¤ 
sentieren die 90%ige Bandbreite des WellenlÃ¤ngenbereiches in dem sich 
die aufgetragene Wirkung bewegen kann. Bei beiden Diatomeenkulturen 
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sowie bei Kolonien von Phaeocystis nahm mit zunehmendem Anteil an 
kurzwelliger Strahlung die Photoinhibition zu. Kurzwellige UVB-Strahlung 
(<320 nm) fuhrte bei allen Kulturen zu einer starken Photoinhibition, d.h. 
hohen Reduktion von Fv/Fm (Abb. 4.3 1A & 4.3 1 B). Kulturen, die unter HL 
akklimatisiert waren, zeigten im UVB- und kurzwelligen UVA-Bereich eine 
geringere Photoinhibition als LL akklimatisierte Kulturen (Abb. 4.31A & 
+ Phaeocystis antarctica 
300 320 340 360 380 400 
WellenlÃ¤ng (nm) 
Abb. 4.31: Relative Photoinhibition (Abnahme von Fv/Fm) in AbhÃ¤ngigkei des 
eingestrahlten WellenlÃ¤ngenbereiche bei P. pseudodenticulata, T. tumida und Kolonien 
von Phaeocystis antarctica. Die Kulturen wurden vor der UV-Bestrahlung an HL (PAR 
von 180 pmol Photonen m-2 s-1) (A) bzw. an LL (PAR von 50 pmol Photonen rn-2 s-*) 
akklimatisiert (B). Die Balken bezeichnen die Bandbreite der 90%igen Energiedifferenz, 
die Zahlen den Medianwert, bei denen die Wirksamkeit aufgetragen wurde. Sie gelten 
auch fÃ¼ B, bei der sie der Ãœbersichtlichkei halber nicht dargestellt wurden. Dargestellt 
sind die Mittelwerte aus drei Parallelen. 
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Zur besseren Darstellung der in Abb. 4.30 ersichtlichen Unterschiede 
der Photoinhibition unterschiedlich akklimatisierter Kulturen wurden die 
Differenzen (AFv/Fm) der Quantenausbeute von HL und LL akklimatisierten 
Kulturen gebildet und diese gegen die WellenlÃ¤ng aufgetragen (Abb. 4.32). 
Bei allen drei Kulturen nahm AFv/Fm im kurzwelligen UVA-Bereich 
(<370 nm) deutlich zu. Das bedeutet, daÂ in diesem WellenlÃ¤ngenbereic 
HL akklimatisierte Kulturen mit hÃ¶here MAA-Gehalt eine hÃ¶her Fluores- 
zenzausbeute und somit eine geringere Photoinhibition aufweisen als LL 
akklimatisierte Kulturen mit geringem MAA-Gehalt. Hohe Unterschiede von 
Fv/Fm zwischen HL und LL akklimatisierten Kulturen wurden vor allem im 
WellenlÃ¤ngenbereic zwischen 3 10 und 350 nm gemessen, dem Bereich, in 
dem die MAAs hauptsÃ¤chlic absorbieren (vgl. Abb. 16A & 16B). Bei P. 
pseudodenticulata, der grÃ¶ÃŸer der beiden untersuchten Diatomeen 
(mittlerer Radius 30 um) ist diese Differenz um mehr als das doppelte 
hÃ¶he als bei der kleineren T. tumida (mittlerer Radius 12 um). 
+ T. turnida 
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Abb. 4.32: Differenz von FÃ£/F (AFv/Fm) von LL und HL akklimatisierten Kulturen in 
AbhÃ¤ngigkei von der WellenlÃ¤nge Versuchsbedingungen siehe Abb. 4.3 1. Dargestellt 
sind die Mittelwerte aus drei Parallelen. Der abgeschÃ¤tzt Maximalfehler betrÃ¤g 18%. 
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4.4 SchÃ¤digun und Schutz unter annÃ¤hern natÃ¼rliche Strah- 
lungsbedingungen und erhÃ¶hte UVB-Bestrahlung 
Mit Hilfe des Sonnenscheinsimulators war es mÃ¶glich Kulturen bei annÃ¤ 
hernd gleichbleibender UVA- und photosynthetisch wirksamer Strahlung 
mit unterschiedlicher UVB-Strahlung zu bestrahlen (vgl. Kap. 3.2.4). In 
diesem Kapitel werden MAA-Akkumulation, Dimerbildung, Wachstum und 
Photosyntheserate unter normaler und erhÃ¶hte UVB-Strahlung untersucht. 
Dazu wurden Spektren verwendet, die einem normalen Ozongehalt von 
360 Dobson Unit (DU) oder einem reduzierten Ozongehalt von 140 DU 
entsprechen. Alle verwendeten Bestrahlungsspektren sowie die entspre- 
chenden EnergieflÃ¼ss sind in Abb. 3.7 und Tab. 3.3 zu finden. 
4.4.1 Akkumulation von MAAs 
Die Ergebnisse der in Kap. 4.2 untersuchten WellenlÃ¤ngenabhÃ¤ngigke d r 
MAA-Bildung bei Diatomeen und Kolonien von Phaeocystis antarctica wei- 
sen darauf hin, daÂ es bei einer Zunahme der natÃ¼rliche UVB-Strahlung 
(<320 nm) bei Diatomeen zu keiner und bei Phaeocystis zu einer gering- 
f@igen ErhÃ¶hun der MAA-Konzentration kommt. Um dies unter simu- 
lierten natÃ¼rliche Strahlungsbedingungen zu Ã¼berprÃ¼fe wurden Kulturen 
von T. tumida und P. pseudodenticulata sowie Kolonien von Phaeocystis 
antarctica mit normaler und erhÃ¶hte UVB-Strahlung bestrahlt (s. 
Abb. 3.7A). Dazu wurden Kulturen, die zuvor unter AusschluÃ von UV- 
Strahlung gehaltert wurden (PAR-Feld, 100 pmol Photonen m'* s"), im 
Sonnenscheinsimulator fÃ¼ insgesamt 5 Tage bei gleicher Bestrahlungs- 
stÃ¤rk inklusive UVB-Strahlung (entsprechend 360 DU) bestrahlt. Nach 
dieser Zeit sollten die Kulturen den maximalen MAA-Gehalt unter diesen 
Strahlungsbedingungen erreicht haben (vgl. Abb. 4.24). AnschlieÃŸen 
wurden die Kulturen fur drei weitere Tage unter erhÃ¶hte UVB-Strahlung 
(entsprechend 140 DU) exponiert. 
Die Diatomeen P. pseudodenticulata und T. tumida wiesen nach dem 
Wechsel von 360 DU nach 140 DU keine signifikante ErhÃ¶hun des MAA- 
Gehaltes auf (gemessen als (Abb. 4.33). Bei Kolonien von 
Phaeocystis antarctica nahm dagegen der MAA-Gehalt um Ca. 20% zu 
(Abb. 4.33). Bei der Interpretation dieser Ergebnisse ist allerdings zu be- 
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achten, daÂ es aufgrund der Filtercharakteristika bei zunehmender UVB- 
Einstrahlung auch zu einer Zunahme der Strahlung mit WellenlÃ¤nge 
>580 nm kommt (vgl. Abb. 3.7). So stieg die BestrahlungsstÃ¤rk im PAR- 
Bereich bei einem Wechsel von 360 DU auf 140 DU um ca. 30% auf ins- 
gesamt 130 pmol Photonen m "  s" an (Tab. 3.3). Da allerdings Strahlung 
im WellenlÃ¤ngenbereic >580 nm keine Auswirkung auf die MAA-Bildung 
hat (vgl, Abb. 4.24 & Abb. 4.25), hat die StrahlungserhÃ¶hun im vorlie- 
genden Versuch vermutlich keine Bedeutung auf die MAA-Bildung. 
P. pseudodenticulata T. tumida Phaeocystis antarctica 
701 
Abb. 4.33: MAA-Gehalt bei Kulturen von P. pseudodenticulata, T. tumida 
sowie Kolonien von Phaeocystis antarctica nach fÃ¼n Tagen Bestrahlung im Sonnen- 
sclieinsimulator bei 360 DU und drei weiteren Tagen bei 140 DU. Dargestellt sind die 
Mittelwerte und ihre Standardabweichungen aus 4 Parallelen. 
4.4.2 Dimerbildung 
Im folgenden Experiment wurde die Bildung von Cyclobutyl-Pyrimidindi- 
meren (CPD) bei der Diatomee P. pseudodenticulata unter normaler und 
erhÃ¶hte WB-Strahlung untersucht. Zur Quantifizierung der Dimere wurde 
die empfindlichere ELISA-Methode verwendet (s. Kap. 3.3.6). Die Kultu- 
ren wurden vor der UV-Bestrahlung unter PAR eines Photonenflusses von 
50 pmol Photonen m'2 s" (LL) oder 180 pmol Photonen m'2 s" (HL) gehÃ¤l 
tert. HL akklimatisierte Kulturen wiesen gegenÃ¼be LL akklimatisierten 
Kulturen einen 5-fach hÃ¶here MAA-Gehalt auf. Um einen mÃ¶glichs ho- 
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hen UVB-FluÃ zu erreichen, erfolgte die Bestrahlung im Sonnenscheinsi- 
mulator bei ungefahr 1000 pmol Photonen m"2 s" (Bestrahlungsspektren 
und -stÃ¤rke s. Abb. 3.7 & Tab. 3.3). Selbst bei dem daraus resultierenden 
hohen UVB-EnergiefluÃ von 1,l W m'2 kam es nur zu einer geringen 
Dimerbildung, die eng an der Nachweisgrenze der verwendeten Methode 
liegt (Abb. 4.34). 
Die an LL akklimatisierten Kulturen zeigten bei hÃ¶here UVB-Bestrahlung 
(140 DU) tendenziell eine hÃ¶her Dimerbildung als HL akklimatisierte Kul- 
turen. Deutlich wird dieser Unterschied vor allem bei den fur 4 h bestrahl- 
ten Kulturen (Abb. 4.34). Eindeutige Aussagen kÃ¶nne jedoch aufgrund 
des hohen Fehlers nicht gemacht werden. Bei der Interpretation dieser Er- 
gebnisse ist zu beachten, daÂ unter natÃ¼rliche Strahlungsbedingungen, bei 
denen Dimerbildung und Photoreaktivierung gleichzeitig ablaufen, die 
Schutzwirkung durch hÃ¶her MAA-Bildung nicht von der Wirkung durch 
Induktion der Photoreaktivierung (vgl. Kap. 4.1) zu trennen ist. 
P. pseudodenticulata 
Bestrahlungsdauer 
Abb. 4.34: Dimerbildung bei Kulturen von P. pseudodenticulata nach einer Bestrahlung 
von ein oder 4 h irn Sonnenscheinsimulator bei 360 DU oder 140 DU. (Bestrahlungsbe- 
dingungen vgl. 3.3). Die Kulturen wurden vor der Bestrahlung fÃ¼ mehrere Tage bei 
180 pmol Photonen m-2 s-1 (HL) oder 50 pmol Photonen m-2 s-1 (LL) gehaltert. Darge- 
stellt sind die Mittelwerte aus drei Parallelen. 
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4.4.3 Wachstum 
Wie in Kap. 4.2 dargestellt wurde, fÃ¼hr hohe UVB-Bestrahlung zu einem 
Verlust der Zellteilungs- und Ãœberleben~fahi~kei d r Zellen. Im folgenden 
Versuchsansatz wurde das Wachstum von Diatomeen unter normaler 
(360 DU) und erhÃ¶hte (1 40 DU) UVB-Strahlung im Sonnenscheinsimula- 
tos untersucht. Dazu wurden Kulturen von P. pseudodenticulata und 
T. antarctica, die zuvor unter AusschluÃ von UVB-Strahlung bei einem 
mittleren PhotonenfluÃ von 100 pmol Photonen m 2  s gehaltert wurden, 
fÃ¼ insgesamt 5 Tage im Sonnenscheinsimulator bei normaler UVB- 
Strahlung (360 DU) sowie erhÃ¶hte UVB-Strahlung (140 DU) 
(Bestrahlung s. Abb. 3.7 & Tab. 3.3) (Abb. 4.35). 
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Abb. 4.35: Zellzahl von P. pseudodenticulata (A) und T. antarctica (B) wÃ¤hren einer 
Bestrahlung von insgesamt 5 Tagen bei 360 DU oder 140 DU. 
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WÃ¤hren der gesammten Bestrahlungsdauer von insgesamt 5 Tagen 
konnten weder bei P. pseudodenticulata noch T. antarctica signifikante 
Unterschiede in der Zellzahl festgestellt werden (Abb. 4.35). Es ist jedoch 
zu beachten, daÂ auch bei diesem Versuchsansatz die PAR-Bestrahlungs- 
stÃ¤rk bei 140 DU um etwa 30% hÃ¶he lag (1 30 pmol Photonen m"2 s") als 
bei einer WB-Bestrahlung von 360 DU (1 00 pmol Photonen m^ s"). In 
keiner der VersuchsansÃ¤tz wurden morphologisch verÃ¤ndert Zellen oder 
leere Schalen beobachtet. 
4.4.4 Photosyntheserate 
Im folgenden Experiment wurde untersucht, inwieweit es bei unterschied- 
lich akklimatisierten Kulturen bei normaler und erhÃ¶hte WB-Strahlung zu 
einer Beeinflussung der Photosyntheserate kommt. Dazu wurden Kulturen 
von T. antarctica, die zuvor unter AusschluÃ von WB-Strahlung an 
50 (LL) oder 150 pmol Photonen m-2 s-1 (HL) akklimatisiert waren (PAR- 
Feld), im Sonnenscheinsimulator bei verschiedenen BestrahlungsstÃ¤rke 
unter normaler (360 DU) und erhÃ¶hte WB-Strahlung (140 DU) exponiert. 
Bei geringen BestrahlungsstÃ¤rke bis zu 200 pmol Photonen m ' s " '  
fÃ¼hrt eine hÃ¶her WB-Bestrahlung zu keiner wesentlichen Ã„nderun der 
Photosyntheserate (CO2-Fixierung, bezogen auf Chi a )  (Abb. 4.36A & 
4.36B). Dies zeigt sich auch daran, daÂ der lineare Anfangsanstieg (a)  der 
Photosynthese-Strahlungskurve (PI-Kurve) nicht oder nur geringfÃ¼gi 
durch die erhÃ¶ht WB-Strahlung beeinfluÂ§ wird (Tab. 4.4). Dagegen 
fuhrte eine WB-ErhÃ¶hun bei hÃ¶here BestrahlungsstÃ¤rke von 
>200 pmol Photonen m'2 s" zu geringeren Photosyntheseraten. Diese Ab- 
nahme war bei HL akklimatisierten Kulturen grÃ¶ÃŸ als bei LL akklimati- 
sierten Kulturen (Abb. 4.36). Eine deutliche Wirkung hatte die UVB-Zu- 
nahme auch auf die maximale Photosyntheserate (Prnax). Sie nahm bei LL 
akklimatisierten Kulturen um 5,5%, bei HL akklimatisierten Kulturen um 
3,6% ab (Tab. 4.4). 
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Einstrahlung ( p o l  Photonen m '  s ' )  
Abb. 4.36: Photosynthese-Strahlungskurven (PI-Kurven) von T. antarctica bei Bestrah- 
lung im Sonnenscheinsimulator. Die Kulturen wurden irn PAR-Feld bei 
150 pmol Photonen m-2 s-1 (HL) (A) oder 50 pmol Photonen m-2 s-1 (LL) (B) gehÃ¤ltert 
bevor sie fÃ¼ eine Stunde im Sonnenscheinsimulator bei normaler (360 DU) oder erhÃ¶hte 
UVB-Strahlung (1 40 DU) bestrahlt wurden. 
Tab. 4.4: Verschiedene Parameter der PI-Kurven aus Abb. 4.36: a :  linearer Anfangsan- 
stieg der PI-Kurven, Pmax = maximale Photosyntheserate, Em = Ansatzpunkt der Pho- 
toinhibition, EI( = Ansatzpunkt der LichtsÃ¤ttigun (Schnittpunkt von a und Pmax). Zur 
Berechnung der verschiedenen Parameter wurde die Modellgleichung von Eilers & Pee- 
ters 1988 verwendet (s. Kap. 3.3.4). 
5 DISKUSSION 
Zur Beantwortung der Frage, inwieweit Phytoplanktonorganismen durch 
eine (natÃ¼rlich oder ozonreduktionsbedingte) VerÃ¤nderun der UV- 
Strahlung geschÃ¤dig werden, ist es wichtig, die Wirksamkeit und Kapazi- 
tÃ¤ sowie Anpassungsfahigkeit der verschiedenen Schutz- und Reparatur- 
mechanismen gegen diese SchÃ¤digunge zu kennen. Die vorliegende Arbeit 
beschÃ¤ftig sich mit der Untersuchung von Photoreaktivierung und My- 
kosporin-Ã¤hnliche AminosÃ¤ure (MAAs) bei verschiedenen antarktischen 
Diatomeen und der Prymnesiophyte Phaeocystis antarctica. WÃ¤hren es 
sich bei der Photoreaktivierung um eine direkte Reparatur der durch UVB- 
Strahlung entstandenen Dimeren in der DNA handelt, wird den MAAs auf- 
grund ihrer Absorption im UV-WellenlÃ¤ngenbereic eine schÃ¼tzend Funk- 
tion zugeschrieben. Im folgenden werden die Ergebnisse der vorliegenden 
Untersuchungen in Bezug auf die natÃ¼rlich Strahlungssituation und eine 
UVB-ErhÃ¶hun durch eine Ozonreduktion diskutiert und bewertet. 
5.1 DNA-SchÃ¤digun und Photoreaktivierung 
In einem wesentlichen Teil der vorliegenden Arbeit wurde die Bildung und 
Reparatur von Cyclobutyl-Pyrimidindimeren (CPD) in der Desoxyribonu- 
kleinsÃ¤ur (DNA) bei antarktischen Diatomeen sowie Phaeocystis antarc- 
tica untersucht. WÃ¤hren fur die Bildung dieser Dimere hauptsÃ¤chlic 
kurzwellige UVB-Strahlung (<320 nm) verantwortlich ist, wird fur ihre 
Reparatur durch Photoreaktivierung energieÃ¤rmer UVABlau-Strahlung irn 
WellenlÃ¤ngenbereic zwischen 360 und 460 nm benÃ¶tig (Kiefer 1987, 
Sancar & Sancar 1988, Quaite et al. 1992). Unter natÃ¼rliche Strahlungs- 
bedingungen, bei denen beide Strahlungsbereiche vorhanden sind, werden 
die durch UVB verursachten SchÃ¤de durch Photoreaktivierung sofort 
wieder repariert, so daÂ es vermutlich zu keiner oder nur einer geringen 
Dimerkonzentration in den Zellen kommt. Ãœbe eine Zunahme der Dimer- 
konzentration bei einer natÃ¼rliche oder ozonreduktionsbedingten ErhÃ¶ 
hung der UVB-Strahlung kÃ¶nne bisher keine Aussagen gemacht werden. 
Ein wesentliches Problem liegt dabei darin, den unter natÃ¼rliche Strah- 
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lungsbedingungen vermutlich nur relativ geringen Anteil an Dimeren im 
Gesamtgenom von insgesamt 10'- 1 o9 Nucleotidbasen pro Zelle zu bestim- 
men. So liegen die bei antarktischem Zooplankton (Malloy et al. 1997) und 
Bakterien (Jeffrey et al. 1996) unter natÃ¼rliche Strahlungsbedingungen 
gemessenen Dimerkonzentrationen nahe an der Nachweisgrenze der ver- 
wendeten Bestimmungsmethode. Auch in den vorliegenden Untersuchun- 
gen konnte mit den verwendeten AntikÃ¶rpertest ( N A  und ELISA; Kap. 
3.3.6) keine signifikante Dimerkonzentration unter annÃ¤hern natÃ¼rliche 
Strahlungsbedingungen gemessen werden (Kap. 4.4). In der vorliegenden 
Arbeit wurde daher der Ansatz verfolgt, DimerschÃ¤digun und Photoreak- 
tivierung getrennt zu untersuchen. Dazu war es notwendig die beiden Pro- 
zesse, die in der Natur parallel ablaufen, zu entkoppeln. Dies war mbglich 
durch die Verwendung von verschiedenen Lichtfeldern, mit denen die 
Kulturen zuerst mit schÃ¤digende WB-Strahlung und anschlieÃŸen mit 
photoreaktivierend wirksamer WA/Blau-Strahlung bestrahlt wurden. Im 
Vordergrund der Untersuchungen stand die AbhÃ¤ngigkei beider Mecha- 
nismen von StÃ¤rke Dosis und Bestrahlungsdauer sowie die Anpassungs- 
fahigkeit der Photoreaktivierung an hÃ¶her UV-Strahlung. 
Dimerbildung durch UVB-Strahlung 
Aus frÃ¼here Arbeiten mit verschiedenen Diatomeenkulturen ist bekannt, 
daÂ bei kÃ¼nstliche WB-Bestrahlung mit zunehmender Strahlungsdosis die 
Dimerkonzentration in den Zellen zu- und die Ãœberlebensrat der Zellen 
abnimmt (Karentz et al. 1991a, Buma et al. 1995). Die vorliegenden Er- 
gebnisse bestÃ¤tige dies auch fur die Diatomee P. pseudodenticulutu und 
zeigen, daÂ es bei Strahlungsdosen bis zu 6 kJ m-2 zu einer annÃ¤hern li- 
nearen Zunahme der Dimerbildung und zu einer Ã¼berlineare Abnahme der 
Ãœberlebensrat mit zunehmender WB-Dosis kommt (Abb. 4.8 & Abb. 
4.9). Im untersuchten Bereich von 0 bis 20 min bzw. 0 bis 5 W mm2 (das 
entspricht in etwa dem 3 bis 50fachen der natÃ¼rliche UVB-Bestrahlungs- 
stÃ¤rk (vgl. Tab. 3.2 & Tab. 3.3) besteht sowohl auf molekularer als auch 
auf zellulÃ¤re Ebene eine ReziprozitÃ¤ zwischen Bestrahlungsdauer und 
BestrahlungsfluÃ (Abb. 4.9). Dies bedeutet, daÂ eine kurze Bestrahlungs- 
dauer mit hoher BestrahlungsstÃ¤rk zur gleichen Dimerbildung und Ab- 
nahme der Ãœberlebensrat fuhrt wie eine lange Bestrahlungsdauer mit ge- 
ringer BestrahlungsstÃ¤rke MaÃŸgeblic ist somit allein die An z a h 1 der auf 
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die Organismen eingestrahlten UVB-Quanten, d.h. die SchÃ¤digun ist pro- 
portional zur eingestrahlten Quantenzahl. 
Die lineare DosisabhÃ¤ngigkei der Dimerbildung und die ReziprozitÃ¤ 
zwischen Bestrahlungsdauer und BestrahlungsstÃ¤rk ist Ã¼bereinstimmen 
mit dem photochemischen Modell dieses Prozesses: Bei der Bildung von 
Dimeren aus zwei benachbarten Pyrimidinen handelt es sich um einen re- 
versiblen ProzeÃŸ dessen Gleichgewichtskonstante von der spektralen 
Verteilung der Strahlung abhÃ¤ng (s. Abb. 1.4). Dabei erfolgt die Dimerbil- 
dung in hÃ¶chste Ausbeute im Absorptionsmaximum der Pyrimidinbasen 
bei 260 nm (Kiefer 1989, Heelis et al. 1993), wÃ¤hren die RÃ¼ckreaktio 
durch Einstrahlung von kurzwelliger UVC-Strahlung im Absosptionsma- 
ximum der Dimere bei 240 nm bewirkt wird (Deering & Setlow 1963). Im 
UVB-Bereich oberhalb 290 nm, den WellenlÃ¤ngen die einerseits noch auf 
die ErdoberflÃ¤ch auftreffen und andererseits noch wirksam fur eine Di- 
merisierung sind (Matsunaga et al. 1991, Quaite et al. 1992, Buma et al. 
1997), ist das Gleichgewicht somit zur Bildung hin verschoben. 
In der vorliegenden Arbeit wurden im Labor und unter AusschluÃ der 
Photoreaktivierung bei WB-BestrahlungsstÃ¤rke bis zu 5 W m'2 bzw. einer 
UVB-Dosis von 6 kJ m'2 nicht alle relevanten Stellen in der DNA dime- 
risiert (Abb. 4.8 & 4.9). Daher ist anzunehmen, daÂ dies erst recht nicht 
unter den fÃ¼ das SÃ¼dpolarmee typischen natÃ¼rliche UVB-Bestrah- 
lungsstÃ¤rke von maximal 0,8 W mm2 bzw. einer Ã¼be den Tag integrierten 
maximalen Gesamteinstrahlung von 25 kJ m"2 (Booth et ai. 1994) und 
gleichzeitig ablaufender Photoreparatur der Fall ist. Vermutlich kann somit 
auch unter natÃ¼rliche Bestrahlungsbedingungen von einer annÃ¤hern 
linearen DosisabhÃ¤ngigkei der Dimerbildung und einem reziproken Ver- 
halten von Bestrahlungsdauer und -stÃ¤rk ausgegangen werden. 
Eine lineare DosisabhÃ¤ngigkei der Dimerbildung wÃ¼rd bedeuten, daÂ 
jede Zunahme der UVB-Strahlung (sei es durch eine natÃ¼rlich Strahlungs- 
erhÃ¶hun oder eine WB-ErhÃ¶hun aufgrund der Ozonreduktion) auch zu 
einer hÃ¶here Dimerbildung in den Zellen fuhrt, die durch einen erhÃ¶hte 
PhotoreaktivierungsprozeÃ wieder abgebaut werden mÃ¼ÃŸt So wÃ¼rd eine 
ErhÃ¶hun des UVB-Anteils um mehr als das zweifache, so wie sie bei der 
Ã¼be der Antarktis stattfindenen Ozonreduktion in1 FrÃ¼hlin zu erwarten ist 
(Booth et al. 1994), nach den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchun- 
gen zu einer annÃ¤hern doppelt so hohen Dimerbildung fuhren (Abb. 4.9). 
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Reparatur durch Photoreaktivierung 
Die Reparatur der Dimere durch Photoreaktivierung ist im Gegensatz zu 
ihrer photochemischen Bildung ein enzymatischer ProzeÃ (Abb. 5.1). In 
Abb. 5. lA  sind die beiden wesentlichen Teilreaktionen schematisch darge- 
stellt: 
ki \ (360-460 nm) 
T[]T + E [ETIIT 1 T + T + E  
Reaktions- 
geschwindigkeit 
4 
M Substratkonzentration (S) 
Abb. 5.1: Reaktionsschema der Photoreaktivierung (A) dargestellt an einem Thymindi- 
mer (T[]T) (T = Thymin; E = Photolyase; k,, k2, k3= Reaktionskonstanten) und allge- 
meine Michaelis-Menten-Gleichung Kir Enzymreaktionen (B) und die Substrat-SÃ¤tti 
gungskurve bei konstanter Enzymkonzentration (C). ([E,] = Gesamtenzymkonzentra- 
tion, [S] = Substratkonzentration, v = Reaktionsgeschwindigkeit, vmax= maximale Re- 
aktionsgeschwindigkeit, kM= Michaeliskonstante). 
Die Bindung des photoreaktivierenden Enzyms (Photolyase j an sein 
Substrat (Dimer) erfolgt in einem ersten, lichtunabhÃ¤ngige Schritt. In 
einem zweiten Schritt absorbiert das Enzym Ã¼be seine beiden 
Chromophore Strahlung im WellenlÃ¤ngenbereic der UVA/Blau-Strahlung 
(Lmax = 360-460 nmj und spaltet mit Hilfe dieser Energie die Dimere auf 
(Sancar & Sancar 1988). Diese Reaktionen kÃ¶nne durch die allgemein fÃ¼ 
Enzymreaktionen geltende Michaelis-Menten-Gleichung beschrieben 
werden (Rupert 1962a; Abb. 5.1B), mit der wichtigen EinschrÃ¤nkung daÂ 
der zweite Schritt, die Dimerspaltung, nur stattfindet, wenn UVAlBlau- 
Strahlung vorhanden ist. Ãœbe die EffektivitÃ¤ der Photoreaktivierung und 
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ihre AbhÃ¤ngigkei von der Dimer- und Enzymkonzentration sowie der 
Verfugbarkeit der fÅ¸  die Spaltung des Komplexes notwendigen UVA/Blau- 
Photonen liegen bisher bei Phytoplankton keine und allgemein bei Pflanzen 
nur wenige Untersuchungen vor (Kap. 1.3.2). Auch Ã¼be die 
Reaktionskonstanten und die Michaliskonstante kM (letzere gibt die 
AffinitÃ¤ des Enzyms zum Substrat an) gibt es bisher keine Untersu- 
chungen. 
Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung mit der Diatomee P. 
pseudodenticulata weisen darauf hin, daÂ die Photoreaktivierung bei den 
untersuchten UVA-BestrahlungsstÃ¤rke von 0 bis 3 W m'2, das ist der 
Strahlungsbereich, der auch unter natÃ¼rliche Bedingungen relevant ist 
(Roy et al. 1994), keine eindeutige DosisabhÃ¤ngigkei besitzt (Abb. 4.1 1 ). 
So ist oberhalb von 0,3 W m"2 sowohl die Dimerspaltung als auch die Er- 
holung der Zellen alleine von der D a u e r  der photoreaktivierenden UVA- 
Bestrahlung abhÃ¤ngi und nicht von der BestrahlungsstÃ¤rk (Abb. 4.10A & 
Abb. 4.lOB). Das bedeutet, daÂ schon bei relativ geringen UVA-Bestrah- 
lungsstÃ¤rke von -0,3 W mm2 eine SÃ¤ttigun eintritt, d.h. alle Enzymkom- 
plexe photochemisch aktiviert sind. Da die beiden Chromophore der Pho- 
tolyase Ã¼be ein relativ breites Absorptionsmaximum zwischen 360 und 
460 nm verfugen und die EnergieÃ¼bertragun vom zweiten Chromophor, 
der als Lichtsammler dient, auf den Hauptchromophor mit 60-100% sehr 
effizient ist (Sancar 1994b), kann wahrscheinlich ein groÃŸe Teil der auf 
die Algen auftreffenden UVAIBlau-Strahlung fÃ¼ die Dimerspaltung genutzt 
werden. Daher ist es plausibel, daÂ schon bei relativ geringen Be- 
strahlungsstÃ¤rke eine SÃ¤ttigun auftritt. 
Ãœbertrage auf die natÃ¼rlich Strahlungssituation bedeuten diese Ergeb- 
nisse, daÂ die VerfÃ¼gbarkei von UVA-Strahlung erst unterhalb von 
0,3 W mV2, dies entspricht einer PAR-Einstrahlung von 10 bis 
15 pmol Photonen m'2 s" , limitierend fur die Dimerspaltung ist. Da bei 
solch geringen BestrahlungsstÃ¤rke jedoch nur wenige Dimere gebildet 
werden kÃ¶nnen kommt es vermutlich nicht zu einer Akkumulation der 
Dimere in der DNA. Werden die Phytoplanktonorganismen jedoch bei einer 
Ozonreduktion einer hÃ¶here UVB-Strahlung ausgesetzt, so kÃ¶nnt dies 
dazu fuhren, daÂ selbst bei einer zu dieser Jahreszeit nur geringen Ge- 
samteinstrahlung (s. Kap. l .2) die Leistungsfahigkeit der Photoreakti- 
vierung nicht ausreicht, um die hÃ¶her Dimerbildung (s. oben) zu kom- 
pensieren und es dadurch zu einer Akkumulation der Dimere in der DNA 
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kommt. 
Werden im offenen Ozean die Phytoplanktonorganismen an der Was- 
seroberflÃ¤ch einer starken Solarstrahlung ausgesetzt und schnell in tiefere 
Wasserschichten mit geringen BestrahlungsstÃ¤rke unterhalb des SÃ¤tti 
gungswertes transportiert, kÃ¶nnt dies ebenfalls zu einer Akkumulation der 
Dimere fÃ¼hren Zu einer solchen Situation mit einer starken und tiefen 
Durchmischung der WassersÃ¤ul kommt es im SÃ¼dliche Ozean vor allem 
im Herbst (El-Sayed & Fryxell 1993). Dabei betrÃ¤g die Einstrahlung an 
der WasseroberflÃ¤ch bis zu 1000 pmol Photonen m'2 s", wÃ¤hren in tiefe- 
ren Wasserschichten BestrahlungsstÃ¤rke <15 pmol Photonen m'2 s" ge- 
messen werden (vgl. Kap. 1.2). Sind die Organismen nicht in der Lage, 
rechtzeitig die in der oberen Wasserschicht gebildeten Dimere wieder zu 
spalten, so kann ein Transport der Organismen in eine hohe Tiefe dazu 
fuhren, daÂ aufgrund der abnehmenden Photoreaktivierungsleistung irre- 
parable SchÃ¤de auftreten, da schon acht Stunden nach einer schÃ¤digen 
den UVB-Bestrahlung die Zellen nicht mehr in der Lage sind, Dimere zu 
reparieren (Abb. 4.1). 
Induktion der Photoreaktivierung 
In einigen der bisherigen Untersuchungen wurde die Vermutung aufge- 
stellt, daÂ die Photoreaktivierung durch PAR oder kurzwellige UVB- 
Strahlung induziert wird (Smith et al. 1992, Buma et al. 1995). Hinweise 
darauf geben Untersuchungen an Hefe (Fukui & Laskowski 1984), Gold- 
fischzellkulturen (Yasuhira & Yasui 1992) und hÃ¶here Pflanzen (Langer 
& Wellmann 1990, Pang & Hays 199 l), bei denen eine Vorbestrahlung mit 
WeiÃŸlich zu einer Zunahme der PhotolyaseaktivitÃ¤ fuhrte (vgl. Kap. 
1.3.2). Ein zentrales Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist, daÂ sowohl bei 
Diatomeen als auch bei Phaeocystis antarctica die Photoreaktivierung von 
der spektralen Zusammensetzung des Strahlungsfeldes, in dem die Kultu- 
ren vor der schÃ¤digende UVB-Bestrahlung exponiert worden waren, ab- 
hÃ¤ngt Bei Kulturen, die unter AusschluÃ von Blaustrahlung, d.h. bei Wel- 
lenlÃ¤nge >460 nm gehÃ¤lter wurden, war unter photoreaktivierender Be- 
strahlung sowohl die Dimerreparatur als auch die Erholung der Zellen nur 
gering. Bei zusÃ¤tzliche Vorbestrahlung der Kulturen mit Blau oder 
Blau/UVA stieg dagegen die Reparaturrate sowohl der Thymindimere 
(gemessen im RIA) als auch der Gesamtdimere (gemessen im ELISA) bis 
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auf 90% an und die Ãœberlebensrat der Zellen nahm um bis zu 35% zu 
(Abb. 4.12, Abb. 4.13, Abb. 4.27 & Abb. 4.29). Da es sich dabei nicht um 
die eigentliche Aktivierung des Enzym-Substratkomplexes handeln kann 
(die Bestrahlung erfolgte vo r  der Dimerbildung) ist zu vermuten, daÂ 
durch Blau/UVA-Strahlung die Enzymkonzentration erhÃ¶h wird. Ob es 
sich bei diesem sogenannten Blaulichteffekt nur um eine Aktivierung des 
Enzyms selbst oder tatsÃ¤chlic um eine Neubildung desselben handelt und 
das Enzym auf Transkriptions- oder Translationsebene reguliert wird, ist 
nach heutigem Wissensstand noch unklar. Auch in anderen Untersuchun- 
gen, bei denen eine Lichtinduktion der Photolyase vermutet wird (Fukui & 
Laskowski 1984, Yasuhira & Yasui 1992), wurde diese Frage nicht end- 
gÃ¼lti geklÃ¤rt 
Aus diesen Ergebnissen ist zu schlieÃŸen daÂ unter natÃ¼rliche Strah- 
lungsbedingungen ein fein reguliertes Gleichgewicht zwischen Dimerbil- 
dung und Dimerabbau besteht, welches sowohl von der schÃ¤digende 
UVB- als auch von der reparierenden wie induzierenden BladÃ¼VA-Strah 
lung abhÃ¤ngt Da bei hÃ¶here Pflanzen bei der Photolyaseinduktion die ma- 
ximale Konzentration schon innerhalb weniger Minuten erreicht ist (Langer 
& Wellmann 1990, Buchholz et al. 1995), ist zu vermuten, daÂ auch 
Phytoplanktonorganismen sich schnell an eine StrahlungsÃ¤nderun anpas- 
sen kÃ¶nnen Eine solche Anpassung spielt nicht nur eine wichtige Rolle bei 
der im FrÃ¼hlin oder Sommer zunehmenden Einstrahlung (vgl. Kap. 1.2), 
sondern auch bei den im vorigen Abschnitt beschriebenen Mischungsvor- 
gÃ¤nge im offenen Ozean. Der Induktionsbereich der Photoreaktivierung 
Ã¼berlapp dabei mit dem WellenlÃ¤ngenbereich der sowohl in die freie 
WassersÃ¤ul als auch in das Eis am tiefsten eindringt (vgl. Abb. 1.3). Or- 
ganismen, die aus tieferen Wasserschichten in hÃ¶her lichtdurchflutete 
Schichten transportiert werden, haben dadurch die MÃ¶glichkeit sich 
schon frÃ¼ und innerhalb kurzer Zeit durch die Produktion bzw. Aktivie- 
rung von Photolyaseenzymen an eine hohe UVB-Strahlung anzupassen. 
Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen weisen auÃŸerde dar- 
auf hin, daÂ auch UVB-Strahlung eine induzierende Wirkung auf die Pho- 
tolyasebildung oder -aktivierung hat. So wurde bei Kulturen, die 20 min 
schÃ¤digen mit UVB vorbestrahlt wurden, eine mehr als 60% hÃ¶her Re- 
paraturrate gemessen als bei Kulturen, die nur fur 10 min bestrahlt wurden 
(Abb. 4.15). DaÂ dies nicht auf eine hÃ¶her Dimerkonzentration, sondern 
auf eine hÃ¶her Enzymkonzentration zurÃ¼ckzufÃ¼hr ist, kann aus der 
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oben dargestellten Michaelis-Menten-Gleichung (Abb. 5.1 B) gefolgert wer- 
den. In den vorliegenden Untersuchungen war wÃ¤hren der photoreakti- 
vierenden WA-Bestrahlung die Geschwindigkeit der Dimerreparatur an- 
nÃ¤hern konstant, d.h. sie hing nicht von der Substratkonzentration ab 
(Abb. 4.15). Unter dieser Annahme lÃ¤Ã sich eine Geschwindigkeitszunah- 
me nur durch eine hÃ¶her Enzymkonzentration erklÃ¤ren Diese Hypothese 
wird durch die Beobachtung unterstÃ¼tzt daÂ bei P. pseudodenticulata 
durch eine Vorbestrahlung mit zusÃ¤tzliche UVB-Anteil von 0,5 W m"2 die 
Gesamtdimerkonzentration weiter abnahm (Abb. 4.13) und die Ãœberle 
bensrate um mehr als 13% zunahm (Abb. 4.14). Bei einer hohen UVB-Be- 
Strahlung von 1,l  W m'2 stieg dagegen die Dimerkonzentration wieder an 
und die Ãœberlebensrat nahm wieder ab (Abb. 4.13 & 4.14). Daher ist zu 
vermuten, daÂ schon wÃ¤hren der UVB-Vorbestrahlung Dimere akku- 
mulierten und damit eine mÃ¶glich Induktion der Photoreaktivierung durch 
diesen Strahlungsbereich Ã¼berdeckten TatsÃ¤chlic weisen stÃ¤rke UVB- 
bestrahlte Kulturen trotz Zunahme der Reparaturrate eine hÃ¶her 
Dimerkonzentration auf als schwÃ¤che bestrahlte Kulturen (Abb. 4.15). 
Offensichtlich reichte die Zunahme der Photoreaktivierungsrate nicht aus, 
um die hÃ¶her Dimerbildung zu kompensieren. 
Diese Ergebnisse lassen vermuten, daÂ es bei einer Ozonreduktion, bei 
der nur der UVB-Anteil, nicht aber der UVA- und der sichtbare Anteil der 
Strahlung zunimmt (vgl. Abb. 1.2), zu einer Verschiebung der Balance 
zwischen Dimerbildung und Reparatur und somit zu einer Zunahme der 
Dimerkonzentration in den Zellen kommen kann. Auch die Ergebnisse un- 
ter annÃ¤hern natÃ¼rliche Strahlungsbedingungen weisen darauf hin, daÂ 
es bei einer Zunahme der UVB-BestrahlungsstÃ¤rk - entsprechend einer 
Ozonreduktion von 360 DU auf 140 DU - zu einer hÃ¶here Dimerkonzen- 
tration in den Zellen kommt (Abb. 4.34). Kulturen, die zuvor unter PAR 
von 50 pmolPhotonen m"* s"' gehÃ¤lter wurden, weisen nach einer vier- 
stÃ¼ndige Bestrahlung im Sonnenscheinsimulator (140 DU) eine - wenn 
auch aufgrund des hohen Fehlers nicht signifikant - hÃ¶her Dimerkonzen- 
tration auf als nach Bestrahlung unter 360 DU. Interessanterweise weisen 
Kulturen, die zuvor unter Starklicht von 180 pmol Photonen m'2 s" gehÃ¤l 
tert wurden, bei der gleichen WB-ErhÃ¶hun keine Zunahme der Dimer- 
konzentration auf. Hier kÃ¶nnte wie im letzten Abschnitt diskutiert, eine 
Zunahme der Enzymkonzentration ausgereicht haben, um die Zunahme der 
Dimerbildung in den Zellen zu kompensieren. Wichtig fÅ  ¸ die Betrachtung 
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der Wirkung der UVB-ErhÃ¶hun durch Ozonreduktion ist also auch der 
Akklimatisierungszustand, in dem sich die Zellen vor der Bestrahlung be- 
finden. Hierzu sind in Zukunft noch weitere Untersuchungen sowohl unter 
konstanten und somit reproduzierbaren Versuchsbedingungen im Labor als 
auch besonders unter natÃ¼rliche Strahlungsbedingungen notwendig. 
Inter- und intraspezifische Art-Unterschiede der Dimerbildung und 
Photoreaktivierung 
Bisherige Untersuchungen Ã¼be UVB-SchÃ¤digunge bei Phytoplankton 
deuten auf inter- und intraspezifische Unterschiede in der UV-Empfind- 
lichkeit sowie der Wirksamkeit von Schutzmechanismen hin (Karentz 
1991a, Smith et al. 1992, Davidson et al. 1994, Karentz & Spero 1995, 
Davidson et al. 1996). So wurde unter kÃ¼nstliche UVB-Bestrahlung bei 
kleinen Diatomeen im Vergleich zu groÃŸe Diatomeen eine hÃ¶her Dimer- 
bildung sowie eine geringere Ãœberlebensrat gemessen (Karentz et al. 
199 1 a). Die Autoren begrÃ¼ndete dies hauptsÃ¤chlic mit dem hÃ¶here 
VerhÃ¤ltni von OberflÃ¤ch zu Volumen der kleinen Diatomeen. Auch bei 
benthischen Diatomeen unterscheiden sich die Ãœberlebensrate nach 
kÃ¼nstliche UVB-Bestrahlung um mehr als den Faktor 10 (Peletier et al. 
1996). Allerdings zeigte sich hier keine Korrelation zwischen ZellgÃ¶Ã und 
AusmaÃ der SchÃ¤digung Auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit 
kÃ¶nne eine von der ZellgrÃ¶Ã abhÃ¤ngig Dimerbildung sowie eine unter- 
schiedliche Dimerreparatur bei Diatomeen nicht bestÃ¤tigen da keine signi- 
fikanten Unterschiede gemessen wurden (Tab. 5.1). Allerdings weisen 
Phaeocystis-Kolonien im Vergleich zu Diatomeen eine fast doppelt so hohe 
Dimerbildung aber auch doppelt so hohe Dimerreparatur auf (Tab. 5.1). 
Da diese Arbeit die bisher einzige Untersuchung Ã¼be die Bildung sowie 
Photoreaktivierung von Dimeren bei Phaeocystis ist, kÃ¶nne dazu keine 
Vergleiche aus der Literatur herangezogen werden. 
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Tab. 5.1: Bildung und Reparatur von Thymindimeren (gemessen im RIA) und Gesamt- 
CPD (gemessen im ELISA) bei antarktischen Diatomeen und Phaeocystis antarctica. 
Dargestellt sind die Mittelwerte und ihre Standardabweichungen aus 4-6 Parallelen. 
Thymindimere Gesamt-Dimere 
Organismen Radius (*106 pro Zelle) â‚¬4 Pro Ps  DNA 
(um) Bildung Reparatur Bildung Reparatur 
P. pseudodenticulafa 2 1,s 12,2 Â 0,3 7,7 Â 0,3 0,28 Â 0,OS 0,2 0 Â 0,04 
T. anfarcticu 12,3 13,1Â±0, 8.1 Â±0, 0,31 Â±0,0 0,30Â±0,0 
T. fumida 12.7 15.05 0.6 7,3 5 0,s --- --- 
Phaeocysfis antarctica 3,s --- --- 0,45 + 0,05 0.41 Â 0,08 
Ein direkter Vergleich von Dimerbildung und Dimerreparatur sowie eine 
daraus abgeleitete schÃ¤digend Wirkung fÃ¼ den Gesamtorganismus ist 
jedoch aus verschiedenen GrÃ¼nde schwierig: So kann der DNA-Gehalt 
eines Organismus sowie auch zwischen verschiedenen Arten stark 
schwanken. Verantwortlich fur diese Schwankungen ist zum einen der 
sich wÃ¤hren der DNA-Replikation verdoppelnde DNA-Gehalt und zum 
anderen die unterschiedliche Anzahl an Chloroplasten und ihrer DNA. Des 
weiteren bedeutet eine gleiche Dimerbildung oder -reparatur nicht, daÂ 
diese auch eine gleiche Auswirkung auf die Zelle hat. Denn diese ist davon 
abhÃ¤ngig wo die Dimere im Genom gebildet und repariert werden und 
welche Gene betroffen sind (Gale & Smerdon 1990). So kann die SchÃ¤di 
gung eines lebenswichtigen Gens, wie z.B. des Gens, das fur die Photo- 
lyase codiert, zu schwerwiegenden BeeintrÃ¤chtigunge der Zelle fÃ¼hren 
wÃ¤hren SchÃ¤digunge in nicht aktiven oder nicht codierenden Regionen 
der DNA sowie SchÃ¤digunge im Chloroplastengenom, deren Gene in viel- 
facher Codierung vorliegen (Cannon et al. 1995), vermutlich eine geringe 
SchÃ¤digun auf zellulÃ¤re Ebene zur Folge haben. Die bisherigen Untersu- 
chungen bei Phytoplankton bieten nur ungenÃ¼gend Informationen Ã¼be die 
Auswirkung einer Dimerbildung auf die Zelle, da dabei stets hohe UVB- 
BestrahlungsstÃ¤rke bis zu 5 W m'2 verwendet wurden und gleichzeitig die 
Photoreaktivierung ausgeschlossen oder zumindest reduziert wurde (Ka- 
rentz et al. 1991a, Buma et al. 1995). Als Folge dieser hohen Bestrahlung 
kam es vermutlich aufgrund der noch stattfindenden Synthese von Zell- 
proteinen bei gleichzeitigem Zellteilungsstillstand oder - verzogerung zu 
stark vergr6ÃŸerte Zellen oder sogar zum Absterben der Zellen. Diese Zell- 
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verÃ¤nderunge wurden auch in der vorliegenden Untersuchung unter hoher 
WB-Einstrahlung beobachtet (Kap. 4.1.2). Unter natÃ¼rliche Strah- 
lungsbedingungen (Bestrahlung im Sonnenscheinsimulator) kam es dage- 
gen selbst bei einer funftÃ¤gige Bestrahlung mit einer WB-Bestrahlungs- 
stÃ¤rk von 0,5 W rnm2 (Abb. 4.35) oder einer vierstÃ¼ndige hohen Bestrah- 
lung von 2,9 W m'2 (Abb. 4.34) zu keinen sichtbaren ZellverÃ¤nderungen 
Bei der Dimerbildung und -reparatur sowie bei deren Auswirkung auf 
die Zelle spielt vermutlich der Zeitpunkt im Zellzyklus, in dem sich die Zelle 
wÃ¤hren der Bestrahlung befindet, eine wichtige Rolle. Im allgemeinen ist 
die Empfindlichkeit der Zellen gegen UV-Strahlung wÃ¤hren der DNA-Re- 
plikation (S-Phase) am grÃ¶ÃŸt und wÃ¤hren der DNA-Transkription und 
der Proteinsynthese (Gl-Phase) sowie zu Beginn der Zellteilung (Gz-Phase) 
am geringsten (Kiefer 1989). So wird vermutet, daÂ bei Zellen, die sich 
wÃ¤hren der UVB-Bestrahlung kurz vor oder in der Phase der DNA-Repli- 
kation befinden, eine Dimerisierung der Basen zur Blockierung oder zum 
Stillstand im Zellzyklus fÃ¼hr (Kiefer 1989). Befinden sich die Zellen dage- 
gen bei Bestrahlungsbeginn in der Gz-Phase oder der Mitose, so kÃ¶nnt die 
Zellteilung ohne StÃ¶run abgeschlossen und weiterhin Proteine und Stoff- 
wechselprodukte synthetisiert werden, bis es dann beim nÃ¤chste Tei- 
lungszyklus zur Blockierung der Zellteilung kommt. Diese These wird 
durch die Beobachtungen dieser Arbeit unterstÃ¼tzt So war nach der UVl3- 
Bestrahlung ein Teil der sich asynchron teilenden Diatomeenzellen noch 
physiologisch aktiv, und konnte sich noch ein- oder zweimal teilen, wÃ¤h 
rend andere Zellen nach der Bestrahlung sofort abstarben. Ein weiterer Teil 
der Zellen teilte sich mit annÃ¤hern normaler Rate weiter (Kap. 4.1.2). Al- 
lerdings haben Untersuchungen an Diatomeen gezeigt, daÂ eine UVB-Be- 
strahlung von Zellen in der GI- und S-Phase zu keiner unterschiedlichen 
Dimerbildung fuhrt (Buma et al. 1996). Auch hierzu sind in Zukunft noch 
weitere Untersuchungen notwendig. 
AbschlieÃŸen sei noch bemerkt, daÂ vermutlich bei allen pflanzlichen 
Organismen durch UVB-Bestrahlung neben den hier untersuchten CPD 
noch weitere SchÃ¤digungsprodukte vor allem (6-4)-Photoprodukte, in der 
DNA entstehen und neben der Photoreaktivierung vermutlich auch die 
lichtunabhÃ¤ngig Excisionsreparatur eine Rolle spielt (s. Kap. 1.3.2). Aller- 
dings weisen die bisherigen Ergebnisse darauf hin, daÂ diese Mechanismen 
wahrscheinlich bei Pflanzen eine geringere Rolle als die hier untersuchten 
spielen (Mitchell & Karentz 1993). 
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5.2 Bedeutung der MAAs im UV-Schutz 
Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit beinhaltet Untersuchungen Ã¼be die 
Bildung sowie Ã¼be die Schutzwirkung von Mykosporin-Ã¤hnliche Ami- 
nosÃ¤ure (MAAs) bei verschiedenen antarktischen Diatomeen sowie Ko- 
lonien von Phaeocystis antarctica. Kennzeichnend fÃ¼ MAAs ist, daÂ sie in 
den meisten der bisher untersuchten marinen Organismen vorkommen 
(Karentz et al. 199 1 b, Mitchell & Karentz 1993), so auch in Phytoplankton 
(Davidson et al. 1994, Karentz 1994, Vernet et al. 1994, Karsten et al. 
1998, Hader 1999). Ihre Absorption im WellenlÃ¤ngenbereic der UV- 
Strahlung zwischen 320 und 340 nm (vgl. Kap. 1.3.3) ist die Grundlage 
fÅ  ¸ die Vermutung, daÂ sie eine wichtige Rolle im UV-Schutz bei marinen 
Organismen spielen (z.B. Karentz et al. 1991b, Smith et al. 1992, Davidson 
et al. 1994). Obwohl in den letzten Jahren zahlreiche Untersuchungen Ã¼be 
MAAs durchgefuhrt wurden (Zusammenfassung in Bandaranayake 1998), 
ist ihre Schutzfunktion gegen UV-SchÃ¤digunge sowie die Frage nach ei- 
ner Anpassungsfahigkeit an hÃ¶her W-Strahlung noch nicht geklÃ¤r (vgl. 
Kap. 1.3.3). 
Schutzwirkung der MAAs vor WA- und UVB-SchÃ¤digun 
Eine wesentliche Voraussetzung fur die Wirksamkeit von Substanzen im 
W-Absorptionsschutz ist die Ãœberlappun ihres in vivo-Absorptions- 
spektrums mit den WellenlÃ¤nge der schÃ¤digende Strahlung. In der vor- 
liegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daÂ die z.T. hohe in vivo-Ab- 
sorption im WellenlÃ¤ngenbereic zwischen 3 15 und 340 nm bei den unter- 
suchten Diatomeen sowie Kolonien von Phaeocystis antarctica hauptsÃ¤ch 
lich auf die Existenz von MAAs zurÃ¼ckgeh (Abb. 4.16A & 4.16B, Abb. 
4.18). MAAs absorbieren somit hauptsÃ¤chlic in dem WellenlÃ¤ngenbereich 
der unter natÃ¼rliche Strahlungsbedingungen die grÃ¶ÃŸ Inhibition der 
Photosynthese verursacht (Helbling et al. 1992 & 1994, Arrigo 1994, 
Cullen & Neale 1994). Im kÃ¼rzerwellige Strahlungsbereich zwischen 290 
und 3 15 nm - dem Teil des Spektrums, der zum einen zur Dimerbildung in 
der DNA fÃ¼hr (Buma et al. 1997 und Kap. 5.1 dieser Arbeit) und zum an- 
deren Ã¼berwiegen durch eine Ozonreduktion beeinfluÃŸ wird (Abb. 1.2) - 
zeigen dagegen alle in vivo-Spektren der untersuchten Organismen ein Ab- 
sorptionsminimum (Abb. 4.16A & 4.16B). 
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Den Hauptanteil am MAA-Gehalt stellt bei allen untersuchten Diato- 
meenkulturen - unabhÃ¤ngi von der StÃ¤rk sowie der spektralen Zusam- 
mensetzung der Strahlung - Porphyra-334 (Lmax = 335 nm; Abb. 4.18). 
Dies ist Ã¼bereinstimmen mit den Ergebnissen der Untersuchungen an 
natÃ¼rliche Phytoplankton (Villafane et al. 1995, Bidigare et al. 1996). Da- 
neben besteht ein geringer Anteil ( 4 % )  aus Shinorin (Lmax = 335 nm) so- 
wie bei P. pseudodenticulata zusÃ¤tzlic aus Mykosporin-Glycin 
(Lmax = 3 10 nm; Abb. 4.18). Trotz des relativ hohen Anteils von 17% fuhrt 
diese MAA jedoch zu keiner wesentlichen Verschiebung des Absorp- 
tionsmaximums von P. pseudodenticulata (Abb. 6.16A). 
Im Vergleich zu den Diatomeen ist das Absorptionsmaximum bei Kolo- 
nien von Phaeocystis antarctica um wenige nm zu kÃ¼rzere WellenlÃ¤nge 
hin verschoben und liegt zwischen 3 15 und 320 nm (Abb. 4.16A). Ver- 
mutlich ist diese Absorptionsverschiebung auf eine unterschiedliche MAA- 
Zusammensetzung zurÃ¼ckzufÃ¼hre Eine genaue Identifizierung der bei 
Phaeocystis vorkommenden MAAs war mit der verwendeten HPLC- 
Methode nicht mÃ¶glic (Kap. 4.2) und wurde auch in frÃ¼here Untersu- 
chungen (Bidigare et al. 1996) nicht durchgefuhrt. 
Zur Bewertung der Schutzwirkung der MAAs reicht die alleinige Be- 
trachtung der spektralen AbhÃ¤ngigkei ihres Absorptionsverhaltens nicht 
aus. Bedeutend ist vor allem, wieviele der auf die Organismen auftreffen- 
den W-Quanten abgeschirmt werden. ZunÃ¤chs kann der von den MAAs 
absorbierte Anteil jedoch nicht direkt aus der Gesamtabsorption abgeleitet 
werden, da neben den MAAs mÃ¶glicherweis auch andere Substanzen mit 
konjugierten Doppelbindungen, zyklische und polyzyklische MolekÃ¼le wie 
z.B. Flavine, Quinone und Metall-Coenzyme (Garcia-Piche1 1994), und zu 
einem geringen Anteil auch die Opalschalen der Diatomeen (Davidson et al. 
1994) zur W-Absorption beitragen. In der vorliegenden Arbeit wurde 
deshalb das von Garcia-Piche1 (1994) entwickelte Modell zur Berechnung 
von Abschirmungsfaktoren ("Sunscreenfactors"=S) benutzt, um den 
Anteil der W-Strahlung zu quantifizieren, der von den MAAs absorbiert 
wird, bevor diese auf die W-empfindlichen Strukturen wie z.B. die DNA 
im Zellinnem trifft. Die Ergebnisse dieser Berechnungen zeigen, daÂ bei 
den untersuchten Diatomeen bis zu 50% (S = 0,5) der Strahlung im jewei- 
ligen in vivo-Absorptionsmaximum, das zwischen 330 und 333 nm liegt, 
absorbiert wird (Tab. 4.3). Dies weist darauf hin, daÂ MAAs im kurzwel- 
ligen UVA-Bereich tatsÃ¤chlic eine Schutzwirkung haben. Hohe Abschir- 
124 DISKUSSION 
mungsfaktoren weisen allerdings nur groÃŸ Diatomeen wie P. pseudoden- 
ticulata, Thalassiosira tumida und T. antarctica (Valvenradius > 10 um) 
auf. FÃ¼ kleine Diatomeen wie Fragilariopsis linearis und F. cylindrus 
(Valvenradius <3 um) ergaben sich dagegen nur sehr geringe Faktoren 
kleiner als 0,1 (Tab. 4.3). Auf diese zellgrÃ¶ÃŸenabhÃ¤ngi Unterschiede 
wird noch nÃ¤he eingegangen. 
Unterhalb von 333 nm nehmen die Abschirmungsfaktoren bei Diato- 
meen zu kleinen WellenlÃ¤nge hin ab. So sind sie im Bereich der fur die 
Dimerbildung wirksamen Strahlung zwischen 300 und 3 10 nm selbst fÃ¼ 
groÃŸ Diatomeen schon kleiner als 0,2 (nicht dargestellte Ergebnisse). Bei 
Phaeocystis-Kolonien wurden in diesem WellenlÃ¤ngenbereic S-Faktoren 
bis zu 0,4 bestimmt, im Absorptionsmaximum zwischen 3 15 und 320 nm 
sogar S-Faktoren bis zu 0,7 (Tab, 4.3). Diese Phytoplanktongruppe ist 
somit nach diesem Modell besser gegen WB-Strahlung geschÃ¼tzt 
Bei der Bewertung dieser Abschirmungsfaktoren ist zu beachten, daÂ 
alle hier untersuchten Organismen Abweichungen von der fÅ  ¸ ihre Be- 
rechnung zugrunde gelegten "Idealzelle" (sphÃ¤risch gleichmÃ¤ÃŸi Vertei- 
lung der MAAs sowie zentrale Lokalisation der W-empfindlichen MolekÃ¼l 
oder Strukturen) aufweisen. Die ermittelten Faktoren stellen somit 
Maximalwerte dar. 
Obwohl in vielen der bisherigen Untersuchungen die Hypothese vertre- 
ten wird, daÂ MAAs eine Schutzfunktion gegen UV-SchÃ¤digunge besitzen 
Z .B .  Karentz et al. 1991b, Marchant et al. 1991, Davidson et al. 1994, 
Vernet et al. 1994), sind bisher noch keine Befunde publiziert worden, die 
einen Kausalzusammenhang zwischen MAA-Gehalt und einer Schadens- 
reduktion belegen. Verschiedene experimentelle AnsÃ¤tz wÃ¤re denkbar, 
um die W-Schutzwirkung der MAAs nachzuweisen, z.B. mit Hilfe spezi- 
fischer Inhibitoren des MAA-Syntheseweges oder Mutanten mit einem ge- 
netischen Block im Stoffwechselweg der MAA-Bildung. Bisher gibt es je- 
doch nur wenige Informationen Ã¼be den Syntheseweg der MAAs und 
somit keine MÃ¶glichkeiten Inhibitoren oder Mutanten zu erzeugen? Der im 
Rahmen der vorliegenden Untersuchung gewÃ¤hlt experimentelle Ansatz, 
6 In der bisher einzigen Untersuchung zu diesem Thema konnte gezeigt werden, daÂ in 
Pilzen der Cyclohexenonring (C6-Ci-Einheit) der nah mit den MAAs verwandten 
Mykosporine irn Shikimatweg gebildet werden (Favrk-Bonvin 1979). DaÂ auch bei 
Phytoplankton die MAAs auf diesem Syntheseweg gebildet werden, wurde bisher 
jedoch nicht bestÃ¤tig (vgl. Kap. 1.3.3). 
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eine Schutzwirkung der MAAs gegen UVA- oder UVB-SchÃ¤digunge 
nachzuweisen, basiert auf dem Vergleich des Schadensumfangs nach UV- 
Bestrahlung in AbhÃ¤ngigkei von dem zu diesem Zeitpunkt vorhandenen 
MAA-Gehalt, der in den untersuchten Kulturen entweder durch hohe PAR- 
Einstrahlung oder Bestrahlung mit BlauWA (<460 nm) induziert wurde 
(Kap. 4.3 & 4.4). Die Ergebnisse dieser Experimente belegen die im letzten 
Absatz aufgestellte These, daÂ fur Diatomeen die Akkumulation von MAAs 
nur ein geringer Schutz vor SchÃ¤digunge durch kurzwellige UVB- 
Strahlung darstellt: Trotz einer Zunahme des zellulÃ¤re MAA-Gehaltes auf 
das ca. 3-6fache des Ausgangswertes wurden bei T. tumida (Abb. 4.27) 
und P. pseudodenticulata (Abb. 4.28) nach schÃ¤digende UVB-Bestrahlung 
die gleiche Anzahl an Dimeren gebildet. Auch auf der zellulÃ¤re Ebene war 
kein deutlicher Anstieg der Ãœberlebensrat festzustellen (Abb. 4.29). 
Unter annÃ¤hern natÃ¼rliche Strahlungsbedingungen weisen Kulturen, 
die unter Starklicht gehaltert wurden, im Vergleich zu Schwachlicht ak- 
klimatisierten Kulturen mit einem 5 fach geringeren MAA-Gehalt eine ge- 
ringere Dimerbildung auf, die jedoch innerhalb der Nachweisgrenze dieser 
Methodik liegt (Ab. 4.34). Mit groÃŸe Wahrscheinlichkeit ist diese gerin- 
gere DNA-SchÃ¤digun hauptsÃ¤chlic auf die Wirkung der durch die Vor- 
bestrahlung ebenfalls erhÃ¶hte Photoreaktivierung zurÃ¼ckzufuhre (vgl. 
Abb. 4.29 sowie Kap. 5.1). Daraus ist zu schlieÃŸen daÂ auch unter natÃ¼r 
lichen Strahlungsbedingungen MAAs fÃ¼ Diatomeen kaum dazu beitragen, 
die Organismen vor den SchÃ¤digunge durch UVB-Strahlung zu schÃ¼tzen 
Auch in anderen Untersuchungen gibt es keine Hinweise auf eine Schutz- 
wirkung der MAAs vor kurzwelliger WB-Bestrahlung bei Diatomeen. So 
berichten Davidson et al. (1994) zwar von unterschiedlichen Ãœberlebens 
raten verschiedener Diatomeenkulturen nach kÃ¼nstliche und hoher UVB- 
Bestrahlung, es zeigt sich jedoch kein Zusammenhang zwischen der HÃ¶h 
der W-Absorption und der Schadensreduktion. Diese Ergebnisse sind 
somit Ã¼bereinstimmen mit der nur geringen in vivo-Absorption der MAAs 
in dem WellenlÃ¤ngenbereic der Strahlung (<310 nm), der hauptsÃ¤chlic 
fÃ¼ die Dimerbildung veranwortlich ist. 
Im Gegensatz zu den untersuchten Diatomeen fuhrt unter kÃ¼nstliche 
Bestrahlungsbedingungen eine MAA-Akkumulation bei Kolonien von 
Phaeocystis antarctica zu einer deutlich geringeren Dimerbildung von fast 
50% (Abb. 4.28). Dies entspricht den zuvor erwÃ¤hnte hohen Abschir- 
mungsfaktoren auch im UVB-Bereich. Die Hypothese einer Schutzfunktion 
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der MAAs bei Phaeocystis-Kolonien wird auch unterstÃ¼tz durch die Un- 
tersuchungen von Marchant et al. (1991), bei denen Kolonien von 
Phaeocystis pouchetii mit einem hohen Gehalt an UV-absorbierenden Sub- 
stanzen nach schÃ¤digende UVB-Bestrahlung eine bis zu 50% hÃ¶her 
Ãœberlebensrat aufwiesen als Kolonien mit geringer bzw. freilebende Fla- 
gellaten ohne UV-Absorption. Hier wÃ¤r es interessant, eine Schutzwir- 
kung der MAAs auch unter natÃ¼rliche Strahlungsbedingungen zu unter- 
suchen. 
Neben der Bildung von Dimeren in der DNA gilt die Inhibition der Pho- 
tosynthese als eine der wichtigsten SchÃ¤den die durch W-Strahlung her- 
vorgerufen werden, da es zu einer direkten Abnahme in der PrimÃ¤rpro 
duktion kommen kann (Cullen et al. 1992, Helbling et al. 1992). Im Ge- 
gensatz zur Dimerbildung ist dafur jedoch nicht nur kurzwellige UVB- 
Strahlung, sondern auch langwellige UVA-Strahlung verantwortlich (Cullen 
& Neale 1994, Hanelt et al. 1997). Auch in der vorliegenden Arbeit konnte 
gezeigt werden, daÂ sowohl bei Diatomeen als auch Phaeocystis antarctica 
UVA-Strahlung zu einer Photoinhibition fuhrt. Allerdings ist diese irn 
kurzwelligen WB-Bereich um ein vielfaches hÃ¶he (Abb. 4.30 & Abb. 
4.3 1). Kulturen, die vor der schÃ¤digende Bestrahlung unter hoher PAR- 
Bestrahlung von 180 w o 1  Photonen m"* S'' gewachsen waren und einen 3- 
5fach hÃ¶here MAA-Gehalt aufweisen als in Schwachlicht von 
50 pmol Photonen m '  s "  gewachsene Kulturen, zeigen dabei eine geringere 
Photoinhibition (Abb. 4.3 1). Da die wellenlÃ¤ngenabhÃ¤ngi Abnahme der 
Photoinhibition bei Kulturen, in denen MAAs induziert wurden, mit dem 
Absorptionsspektrum der MAAs Ã¼berlapp (Abb. 4.32), kann daraus ge- 
schlossen werden, daÂ MAAs sowohl fur Kolonien von Phaeocystis 
antarctica als auch fur Diatomeen einen gewissen Schutz gegen Photoin- 
hibition durch W-Strahlung bieten. Allerdings war die Differenz in der 
Photosynthese-Effizienz zwischen Starklicht und Schwachlicht akkiimati- 
sierten Kulturen nicht sehr hoch. Eine erst kÃ¼rzlic erschienene Arbeit 
(Neale et al. 1998b) bestÃ¤tig eine MAA-Schutzwirkung auch bei Gym- 
nodinium. Allerdings ist zu beachten, daÂ durch hÃ¶her PAR-Einstrahlung 
auch andere Schutzmechanismen in den Zellen induziert werden kÃ¶nnen 
So wurde in frÃ¼here Untersuchungen wiederholt die Induktion sowie 
Schutzfunktion von Carotinoiden oder Chlorophyllen gegen UVA-SchÃ¤di 
gungen diskutiert (z.B. Bidigare et al. 1993). Die photosynthetisch aktiven 
Pigmente zeigen jedoch im kurzwelligen UVA-Bereich nur eine geringe Ab- 
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sorption (Hager 1970). 
Kolonien von Phaeocystis antarctica weisen im W-Bere i ch  (mittlere 
WellenlÃ¤ng bei 307 nm) eine hÃ¶her Photoinhibition, aber auch eine hÃ¶ 
here MAA-Schutzwirkung auf als die untersuchten Diatomeen (Abb. 
4.3 1). Dies ist Ã¼bereinstimmen mit den Ergebnissen aus anderen Arbeiten, 
daÃ Phaeocystis durch WB-Strahlung stÃ¤rke geschÃ¤dig wird als Dia- 
tomeen (Davidson et al, 1994, Karentz & Spero 1997). Vermutlich bietet 
fur diese empfindlichere Phytoplanktonart die Produktion von MAAs ein 
wichtiger Schutz gegen W-SchÃ¤digunge der DNA als auch der Pho- 
tosynthese (s. nÃ¤chste Abschnitt). 
Unter annÃ¤hern natÃ¼rliche Strahlungsbedingungen (Experimente mit 
dem Sonnenscheinsimulator) wiesen Kulturen von T antarctica, die unter 
Starklicht gehÃ¤lter wurden, eine hÃ¶her Photosyntheseleistung auf (ge- 
messen als CO2-Fixierung) als Kulturen, die vor der Bestrahlung in 
Schwachlicht gehÃ¤lter wurden (Abb. 4.36). Dieser Effekt zeigt sich auch 
bei einer WB-ErhÃ¶hun entsprechend einer Ozonreduktion von 360 auf 
140 DU. Diese Unterschiede sind jedoch erst ab einer BestrahlungsstÃ¤rk 
von 300 pmol Photonen m-2 s-' sichtbar. Auch aus diesen Ergebnissen ist 
zu schlieÃŸen daÃ zum einen eine hÃ¶her WB-Bestrahlung zu einer Zu- 
nahme der Photoinhibition fuhrt und zum anderen eine Akklimation an hÃ¶ 
here Strahlungsbedingungen und die damit verbundene Zunahme des 
W - G e h a l t e s  die schÃ¤digend Wirkung der UVA und WB-Strahlung - 
wenn auch nur geringfÃ¼gi - reduziert. Bei den vorliegenden Untersuchun- 
gen ist allerdings zu beachten, daÃ nur ein geringer UVB-Anteil eingestrahlt 
wurde, der Ã¼bertrage auf die natÃ¼rliche StrahlungsverhÃ¤ltniss im SÃ¼d 
polarmeer ungefahr einer Wassertiefe von 10-20 m entspricht (vgl. Tab. 
3.3 & Abb. 1.3). AuÃŸerde nahm durch eine UVB-ErhÃ¶hun auch der 
Anteil der noch photosynthetisch wirksamen Rotstrahlung (>560 nm) zu 
(Abb. 3.7), was zu einer hÃ¶here Photosyntheserate gefuhrt haben kÃ¶nnte 
Es ist somit zu erwarten, daÃ die schÃ¤digende Effekte unter natÃ¼rliche 
WB-Strahlungsbedingungen vor allem bei einer hohen Einstrahlung an der 
WasseroberflÃ¤ch hÃ¶he sind als die hier erzielten. Hierzu sollten sich in 
Zukunft weitere Untersuchungen unter natÃ¼rliche Strahlungsbedingungen 
auch bei anderen Diatomeenarten sowie Phaeocystis antarctica 
anschlieÃŸen 
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MAA -Schutzw irkung und Organ ismengrope 
Wie zuvor erwÃ¤hn wurde, weisen Meine Diatomeen wie Fragilariopsis 
linearis und F. cylindrus (Valvenradius <5 pm) nur einen geringen MAA- 
Gehalt und Abschirmungsfaktoren <O, 1 auf, wÃ¤hren groÃŸ Diatomeen 
wie P. pseudodenticulata, T. tumida und T. antarctica (Valvenradius 
>I0  pm) einen hohen MAA-Gehalt mit Abschirmungsfaktoren bis zu 0,5 
besitzen (Tab. 4.3). Auch in frÃ¼here Untersuchungen wurden bei gleichen 
Strahlungsbedingungen unterschiedliche MAA-Gehalte bei antarktischen 
Diatomeen gemessen. Vor allem Vertreter der meist sehr kleinen pennaten 
Diatomeen, weisen nur geringe MAA-Gehalte bzw. geringe Absorptionen 
im kurzwelligen UVA-Bereich auf (Davidson et al. 1994, Bidigare et al. 
1996, Helbling et al. 1996). Diese Ergebnisse stÃ¼tze die von Garcia-Piche1 
(1 994) aufgestellte These, daÃ der intrazellulÃ¤re Konzentration von MAAs 
physikalische wie auch physiologische Grenzen gesetzt sind. WÃ¤hren die 
physikalische Konzentrationsgrenze von der LÃ¶slichkei und den 
osmotischen Eigenschaften der Substanzen abhÃ¤ngt kÃ¶nne physio- 
logische Grenzen z.B. durch die ToxizitÃ¤ der Substanzen oder durch den 
fÃ¼ ihre Synthese notwendigen energetischen Auhand  und der damit 
verbundenen Kosten-Nutzen Relation bedingt sein (Garcia-Piche1 1994). 
Eine solche obere Konzentrationsgrenze fÃ¼ die W s ,  so vermutete der 
Autor, mÃ¼ÃŸ im Bereich von 1 % des Trockengewichtes der Zellen liegen, 
da auch andere Pigmente selten einen hÃ¶here Anteil haben und auch die 
bisher bei Cyanobakterien ermittelten MAA-Konzentrationen unterhalb von 
1% des Trockengewichtes liegen (Garcia & Castenholz 1993). Die 
vorliegenden Ergebnisse unterstÃ¼tze diese SchluÃŸfolgerun und belegen 
fÃ¼ antarktische Diatomeen einen mit der ZellgrÃ¶Ã zunehmenden M- 
Gehalt, aber begrenzte W-Konzentration. Aile Abschirmungsfaktoren 
der untersuchten Organismen liegen knapp unterhalb der Werte, die ent- 
sprechend einer 1 % igen W-Konzentration berechnet wurden (Abb, 
5.2). Sehr kleine Diatomeen wie Chaetoceros sp. (I), Fragilariopsis linea- 
ris und F. cylindrus (Valvenradius <6 pm) sind somit im Gegensatz zu 
grÃ¶ÃŸer Diatomeen wie P. pseudodenticulata, T tumida und T. antarc- 
tica (Valvenradius >11 pm) nicht in der Lage - selbst unter hohen PAR- 
BestrahlungsstÃ¤rke von 3 50 pmol Photonen m-2 S-' - einen schÃ¼tzende 
MAA-Gehalt zu produzieren (Abb. 5.2). 
Diese intrazellulÃ¤r Konzentrationsgrenze fur MAAs sowie der nur ge- 
ringe Absorptionsweg bei kleinen Diatomeen fuhrt dazu, daÃ fur diese 
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Zellen die Bildung von MAAs kein wirkungsvoller Schutz gegen W- 
Strahlung darstellt. Die fur kleine Diatomeen wie F. linearis und F. cylin- 
drus (Valvenradius <3 pm) berechneten S-Werte von <O,l (Tab. 4.3) be- 
deuten, daÃ hÃ¶chsten 10% der auf die Organismen auftreffenden W- 
Strahlung im WellenlÃ¤ngenbereic zwischen 330 und 337 nm von den 
W s  absorbiert werden kann. FÃ¼ grÃ¶ÃŸe Diatomeen mit einem Radius 
>20 pm (S>0,5) bieten MAAs dagegen einen begrenzten Schutz vor W- 
SchÃ¤digungen FÃ¼ einen wirkungsvollen und effizienten Schutz wÃ¤r so- 
gar ein Zellradius grÃ¶ÃŸ als 200 pm (S >0,9) notwendig. Die AbhÃ¤ngigkei 
der Schutzwirkung von der ZellgrÃ¶Ã zeigt sich auch experimentell im 
Vergleich der Photosyntheseinhibition: Durch eine MAA-Induktion wurde 
bei der grÃ¶ÃŸe Diatomee P. psez~dodenticulata (mittlerer Radius 30 pm) 
eine grÃ¶ÃŸe Schutzwirkung vor Photosyntheseinhibition erzielt als bei der 
kleinere Diatomee T. tumida (mittlerer Radius 12,9 pm) (Abb. 4.32). Al- 
lerdings kÃ¶nnt hier auch die geringe antioxidative Schutzwirkung von 
Mykosporin-Glycin (Dunlap & Yamamoto 1995) eine Rolle spielen. P. 
pseudodenticulata wies als einzige der hier untersuchten Diatomeen einen 
relativ hohen Gehalt an dieser MAA von bis zu 18% auf (Abb. 4.18). 
1 10 100 1000 
Zell- oder Kolonieradius (pm) 
Abb. 5.2: Abschirmungsf&toren (S) fÃ¼ verschiedene Diatomeenkulturen in AbhÃ¤ngig 
keit des Zellradius (gehÃ¤lter bei 100 (0) bzw. 350 pmol Photonen m-2 S I  (0) sowie 
Phueocystis untarcticu, berechnet fÃ¼ einzelne Zellen (A) oder die gesamte Kolonie (AI). 
Die Linie reprÃ¤sentier den von Garcia-Piche1 (1994) fÃ¼ den jeweiligen Radius bestimm- 
ten Abschirmungsfaktor, bei Annahme eines MAA-Gehaltes von 1Yo des Trockenge- 
wichtes. 
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Die ftir die Diatomeen ermittelte AbhÃ¤ngigkei der MAA-Bildung von der 
ZellgrÃ¶Ã gilt nicht fÃ¼ Kolonien aus relativ kleinen Zellen wie bei Phaeo- 
cystis antarctica (mittlerer Zellradius 3,5 pm), Unter der Annahme, daÃ 
sich die Substanzen innerhalb der Koloniezellen befinden, wurden je nach 
KoloniegrÃ¶Ã Abschirmungsfaktoren zwischen 0,76 und 0,94 ermittelt 
(Tab 4.3). Das wÃ¼rd einem MAA-Gehalt von Ca. 20-40% des Trockenge- 
wichtes dieser Zellen entsprechen, was deutlich Ã¼be dem oben be- 
schriebenen Maximalwert von 1% liegt (Abb. 5.2). Aufgrund der hohen 
Konzentration an W-absorbierenden Substanzen in Phaeocystis pouchetii- 
Kolonien vermuteten Marchant und seine Mitautoren (Marchant et al. 
19911, daÃ diese Substanzen extrazellulÃ¤ mit der Koloniematrix assoziiert 
sind. Die Autoren berichteten auÃŸerdem daÃ freilebende Flagellaten von P. 
pouchetii, die keine auÃŸerzellulÃ¤ Matrix besitzen, nicht in der Lage sind, 
W-absorbierende Substanzen zu bilden oder zu akkumulieren. Neueren 
Untersuchungen zufolge ist es wahrscheinlich, daÃ sich die W s  an der 
Peripherie der Kolonie und mÃ¶glicherweis sogar in der Koloniehaut befin- 
den. So zeigten die Untersuchungen von Rijssel et al. (1997) und Hamm et 
al. (1999), daÃ Aminogruppen, die auch Bestandteil der MAAs sind (vgl. 
Abb. 1.61, bei Phaeocystis globosa in einer sehr dÃ¼nne KoloniehÃ¼ll kon- 
zentriert sind und sich keine festen Substanzen im Innern der HÃ¼ll befin- 
den. Die unter dieser Annahme neu berechneten Abschirmungsfaktoren 
stÃ¼tze die These, daÃ der grÃ¶ÃŸ Anteil der W-absorbierenden Substan- 
zen sich auÃŸerhal der Zelle befindet. So liegen die fur die Gesamtkolonien 
(Kolonieradius 50-1400 pm) berechneten Werte bei Ca. 0,7, was in etwa 
einem 1 Yoigen zellulÃ¤re MAA-Gehalt entspricht (Abb. 5.2). Diese extra- 
zellulÃ¤r Akkumulation von W-absorbierenden Substanzen kÃ¶nnt eine 
wichtige Ã¶kologisch Bedeutung haben, da kleine Zellen einen wesentlich 
hÃ¶here W-Absorptionsschutz bekommen kÃ¶nnen indem sie Kolonieform 
annehmen. 
Induktion von MAAs 
Auf der Grundlage der zumindest teilweise schÃ¼tzende Wirkung von 
MAAs gegen W-SchÃ¤digunge wurde in der vorliegenden Arbeit die Frage 
untersucht, ob sich Phytoplanktonorganismen durch eine Akkumulation 
dieser Substanzen an eine Zunahme der W-Strahlung anpassen kÃ¶nnen 
Hinweise auf eine durch Licht gesteuerte Bildung der MAAs sind in Un- 
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tersuchungen an antarktischem Phytoplankton (Carreto et al. 1990, Vernet 
et al. 1994) sowie Diatomeen-Kulturen (Helbling et al. 1996, Marchant et 
al. 199 1, Davidson et al. 1994, Bidigare et al, 1996) zu finden. Bisher lagen 
jedoch keine genauen Ergebnisse Ã¼be eine WellenlÃ¤ngen und Dosisab- 
hÃ¤ngigkei der MAA-Bildung vor. Die in der vorliegenden Arbeit erstmalig 
fur MAAs erstellten Wirkungskusven (Abb. 4.25) belegen nun, daÃ die Bil- 
dung von MAAs sowohl bei antarktischen Diatomeen als auch Kolonien 
von Phaeocystis antarctica ein lichtkontsollieiter ProzeÃ ist, der von der 
WellenlÃ¤ng des eingestrahlten Strahlung abhÃ¤ngt Dabei Ã¼berlapp der 
WellenlÃ¤ngenbereic mit der hÃ¶chste Quantenwirksalnkeit (345-460 nm; 
Abb. 4.25) mit dem WellenlÃ¤ngenlÃ¤ngenberei des WA-Strahlung, die 
unter natÃ¼rliche Strahlungsbedingungen fur die grÃ¶ÃŸ absolute photosyn- 
thetisch schÃ¤digend Wirkung verantwortlich ist (Helbling et al. 1992 & 
1994, Arrigo 1994, Cullen & Neale 1994). Daraus, sowie aus des linearen 
Dosis-Wiskungsbeziehung der MAA-Bildung (Abb, 4.2 1) ist zu schliessen, 
daÃ Phytoplanktonorganismen in der Lage sind, sich an eine 
StrahlungserhÃ¶hun anzupassen? indem sie bei hÃ¶here schÃ¤digende 
Strahlung mehr Schutzsubstanzen produzieren. Dies gilt jedoch aufgrund 
der intrazellulÃ¤rere Konzentrationsgsenze nur E r  groÃŸ Diatomeen und 
Kolonien von Phaeocystis antarctica (s, oben). 
Bei antarktischen Diatomeen zeigt Strahlung im WellenlÃ¤ngenbereic 
zwischen 305 und 340 nm nur eine geringe MAA-induzierende Wirkung 
(Abb. 4.25). Dies weist darauf hin, daÃ eine infolge Ozonabbaus auftre- 
tende alleinige Zunahme des WB-Anteils der Strahlung nicht wesentlich zu 
einer vermehrten Ausbildung von MAAs beitragen wÃ¼rde Die vorliegenden 
Untersuchungen unter simulierten natÃ¼rliche Strahlungsbedingungen und 
erhÃ¶hte WB-Strahlung bestÃ¤tige diese Annahme. So konnte bei einer 
WB-ErhÃ¶hung entsprechend einer Ozonreduktion von 360 auf 140 DU, 
keine signifikante Zunahme des MAA-Gehaltes bei Diatomeen gemessen 
werden. Diese Organismen dÃ¼rfke also nicht in der Lage sein, sich einem 
verÃ¤nderte W-Strahlungsklima, wie es durch eine Verringerung der 
Ozonschicht zu erwarten wÃ¤re bezÃ¼glic des Ausbildung von Schutzsub- 
stanzen anzupassen, 
Im Vergleich zu Diatomeen liegt das Maximum des MAA-Induktion bei 
Kolonien von Phaeocystis antarctica bei kÃ¼rzere WellenlÃ¤nge 
(Lma= 340 nm) und Strahlung im UVB-Bereich hat noch eine deutlich 
MAA-induzierende Wirkung (Abb. 4.25). TatsÃ¤chlic nimmt unter annÃ¤ 
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hernd natÃ¼rliche Strahlungsbedingungen bei einer WB-ErhÃ¶hun ent- 
sprechend einer Ozonreduktion von 360 DU auf 140 DU, der MAA-Gehalt 
um Ca. 25% zu (Abb. 4.33). Auch fur Phaeocystis pouchetii konnte ge- 
zeigt werden, daÂ nach kÃ¼nstliche WB-Bestrahlung die W-Absorption 
auf ungefahr das dreifache anstieg (Marchant et al. 1991). Phaeocystis- 
Kolonien kÃ¶nne sich somit durch eine Akkumulation von W-absorbie- 
senden Substanzen nicht nur an eine hÃ¶her Gesamteinstrahlung, sondern 
auch an eine alleinige WB-ErhÃ¶hun anpassen. Da MAAs bei Kolonien 
von Phaeocytis auch im UVB-Bereich eine schÃ¼tzend Wirkung besitzen 
(s. oben), kann gefolgert werden, daÂ diese Organismen in der Lage sind, 
sich durch die Produktion von W-absorbierenden Substanzen zumindest 
teilweise vor einer Zunahme der SchÃ¤digun durch WB-ErhÃ¶hun zu 
schÃ¼tzen Inwieweit dies fÅ  ¸ diese Organismen bei einer Ozonreduktion 
von Vorteil ist und ob dadurch die Zusammensetzung des Phytoplanktons 
beeinflusst werden kÃ¶nnte ist eine interessante Frage, die es in weiteren 
Untersuchungen zu beantworten gilt. DaÂ die hÃ¶her Konzentration an W -  
absorbierenden Substanzen bei Phaeocystis jedoch nicht unbedingt auch zu 
einer geringeren SchÃ¤digun durch WB-Strahlung fuhrt, zeigen die Unter- 
suchungen von Davidson et al. (1994) sowie Karentz & Spero (1996), bei 
denen Phaeocystis eine grÃ¶ÃŸe Empfindlichkeit gegenÃ¼be UVB-SchÃ¤di 
gungen aufwiesen als Diatomeen. 
5.3 Lichtregulation von Schutz- und Reparaturmechanismen 
Ein wichtiges Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist, daÂ sowohl Photoreak- 
tivierung als auch MAA-Bildung wellenlÃ¤ngenabhÃ¤ngi Prozesse sind, die 
durch BlauIUVA-Strahlung induziert werden (s. Kap. 5.1 & Kap. 5.2). Da- 
bei ist von besonderer Bedeutung, daÂ sowohl der Bereich der Photoreak- 
tiviemng als auch der MAA-Bildung mit dem WellenlÃ¤ngenbereic Ã¼ber 
lappt, der in die freie WassersÃ¤ul und in das Eis am tiefsten eindringt (vgl. 
Abb. 4.25 & Abb. 1.3). Bisher war vor allem bei hÃ¶here Pflanzen 
bekannt, daÂ sie sich, unter Vermittlung von spezifischen Photorezeptoren 
wie dem Phytochromsystem oder Blaulicht-(W)-Rezeptor, bezÃ¼glic ihrer 
UV-Schutzmechanismen an wechselnde Strahlungsbedingungen anpassen 
kÃ¶nne (Langer & Wellmann 1990, Beggs & Wellmann 1994, Buchholz 
1996). Die hier in der vorliegenden Arbeit gezeigte Quantenwirksamkeit 
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der MAA-Bildung und Photoreaktivierung im Bereich der BlaurUVA- 
Strahlung sowie der Befund, daÂ das Phytochromsystem hauptsÃ¤chlic 
auf hÃ¶her Pflanzen begrenzt ist und bisher nicht in Algen gefunden wurde 
(Ruyters 1989, Mancinelli 1994), weist darauf hin, daÂ die Regulation von 
UV-Schutzmechanismen bei Diatomeen und Phaeocystis Ã¼be einen 
BlauLJV-Rezeptor vermittelt wird. Allerdings konnten diese Rezeptoren 
trotz zahlreicher Untersuchungen bisher nicht identifiziert werden 
(Ninnemann 1980, Briggs 1983, Ninnemann 1995). Eine weitere noch of- 
fene Frage ist, wie die Information von den Rezeptoren weitergegeben und 
die Expression der durch die Rezeptoren regulierten Gene kontrolliert wird. 
Auch dies ist bisher noch ungeklÃ¤rt Besonders interessant sind dabei die 
Ergebnisse aus Untersuchungen an hÃ¶here Pflanzen, bei denen gezeigt 
wurde, daÂ Proteine, die vermutlich eine Rolle bei blaulichtabhÃ¤ngige Re- 
aktionen spielen, eine hohe Homologie mit dem Reparaturenzym der Pho- 
toreaktivierung (Photolyase) aufweisen (Ahmad et al. 1993, Batschauer 
1993). Dies ist Ã¼bereinstimmen mit der These von Yasuhira & Yasui 
(1 992), daÂ bei Goldfischzellen die Photolyase selbst die Expression ihres 
Gens regulieren kÃ¶nnte Bei einigen der bei Pflanzen untersuchten blau- 
lichtabhÃ¤ngige Reaktionen wird auch vermutet, daÂ diese Ã¼be die Pho- 
tosynthese oder in Verbindung mit photosynthetischen Prozessen gesteuert 
werden (Lopez-Figueroa & Nie11 1990). 
Viele der bekannten blaulichtabhÃ¤ngige Reaktionen benÃ¶tige im Ge- 
gensatz zu Phytochrom-vermittelten Reaktionen kontinuierliche Bestrah- 
lung (Ninnemann 1980). Auch bei der in der vorliegenden Arbeit unter- 
suchten MAA-Bildung muÃŸte die Kulturen fur mindestens 72-144 Stun- 
den bestrahlt werden, bevor das Maximum der MAA-Bildung erreicht war 
(Abb. 4.24). Eine kurze induzierende Bestrahlung von 4 Stunden fÃ¼hrt 
auch nach insgesamt 48stÃ¼ndige Wachstum in Gelblicht zu keiner MAA- 
Akkumulation (Kap. 4.2). Eine Akklimatisierung an hÃ¶her Bestrahlungs- 
stÃ¤rke setzt somit zumindest fur die MAA-Bildung voraus, daÂ die Orga- 
nismen eine hinreichend lange Zeit der induzierenden Strahlung ausgesetzt 
sind. Da der Induktionsbereich der MAA-Bildung mit dem WellenlÃ¤ngenbe 
reich der am tiefsten in das Wasser eindringenden Strahlung Ã¼berlappt 
(vgl. Abb. 4.25 & Abb. 1.3) ist zu vermuten, daÂ Phytoplanktonorganis- 
men sich wÃ¤hren der Zirkulation von tieferen Schichten an die OberflÃ¤ch 
schon frÃ¼ an eine ErhÃ¶hun der Einstrahlung anpassen kÃ¶nnen Die 
Anpassung der in der durchmischten Wasserschicht lebenden Organismen 
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